



MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
 PRESENTADA POR 
 Gonzalo Fernández de Córdova y Morales
Madrid, 2015
© Gonzalo Fernández de Córdova y Morales, 1904
Investigación de un criterio que sirva para determinar la ley 
competente en las relaciones jurídicas que se ofrezcan 
aparentemente influidas por dos o más de las legislaciones 








"INVESTIGACIONES SOBRE UNA NUEVA VIA DEGRADATIVA 
DEL PROPIONATO EN Salmonella typhimurium LT2"
Memoria presentada para as- 
pirar al grade de Doctor,per 
la Licenciada en Biologia:
ALMUDENA FERNANDEZ BRIERA
V° B°
El Director de la Tesis




Leon, Enero de 1985
% •> "I -  ^
O'
. o > '




Esta tesis ha sido dirigida por 
D. AMANDO GARRIDO PERTIERRA, Prof. Titular 
de Bioquimica y Biologia Molecular de la 
Facultad de Veterinaria de la Universidad 
Complutense de Madrid, y realizada en el 
Dpto. Interfacultativo de Bioquimica de 
la Universidad de Leon y en el Dpto. de 
Bioquimica de la Universidad de Leicester 
(Inglaterra).
AGRADECIMIENTOS
Deseo expresar mi gratitud al Dr. Amando Garrido 
Pertierra, no solo por la direccion de esta Tesis Docto­
ral, sino también por el constante entusiasmo que siem- 
pre manifesto para que este trabajo pudiera realizarse.
Al Prof. Ruiz Amil, por sus sugerencias y apoyo 
en todo momento.
Al Dr. R.A. Cooper de la Universidad de Leices­
ter por facilitarme la realizacion parcial del trabajo ex­
perimental en el Departamento de Bioquimica de dicha Uni­
versidad .
Por ultimo, a todas aquellas personas, que de 







Acil-CoA: Acilos derivados de Coenzima A.
ADN: Acido desoxiribonucleico.
A D P : Adenosîn difosfato.
AMP : Adenosîn monofosfato.
A T P : Adenosîn trifosfato.
A - T : Adenina-Timina.
Ab^__ : Absorbancia medida a "XYZ" nanometrosXYZnm
2-AP: 2-Aminopurina.
AUFS: Escala total de unidades de absorbancia. 
BNT: Azul de p-nitrotetrazolio.
CoA (CoA-SH): Coenzima A.
DCPIP: 2-6 diclorofenol indofenol.
D H : Deshidrogenasa.
DBF : Dihidrofolato.
DNPH: 2-4 dinitrofenil hidracina.
DTNB: 5-5' ditiobis-2-nitrobenzoato.
EDTA: Etilen diamino tetraacetato.
EMS: Etil metano sulfonato.
ETE : Flavoproteina transferidora.
FAD: Flavîn adenîn dinucleôtido (forma oxidada)




HPLC: Cromatografla liquida de alta resoluciôn. 
lact.: Lactato.
LB : Caldo Luria.
L D H : Lactato deshidrogenasa.
NAD^ (NAD): Nicotinamida adenin dinucleôtido (forma oxi­
dada ) .
NAD(P)^ (NADP): Nicotinamida adenin dinucleôtido fosfato
(forma oxidada).
NADH: Nicotinamida adenin dinucleôtido (forma reducida). 
NADPH: Nicotinamida adenin dinucleôtido fosfato (forma
reducida).
N B : Caldo nutriente.
N G : Nitrosoguanidina.
OAA: Oxalacetato.
PEP : Fosfoenolpiruvato. 
p i r .: Piruvato.
PMS: Fenacina metasulfato. 
p r p .: Propionato.
p s i : Unidad de presiôn (14 psi = 1 atmôsfera).
P TS: Sistema fosfotransferasa. 
suc.: Succinato.




Y: Extracto de levadura.
prp : Mutante incapaz de crecer en propionato. 
rev. prp^: Revertiente que puede crecer en propionato, pro 
cedente de un mutante incapaz de hacerlo. 
pps : Fosfoenolpiruvato sintetasa déficiente.
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I . INTRODUCCION
I. INTRODUCCION
Los organismes vivos utilizan los nutrientes por 
medio de secuencias especificas de reacciones enzimâticas, 
con dos fines esenciales: obtener compuestos precursores
de sus constituyentes celulares y energia para los proce 
S O S  de biosintesis. El primero de estos propositos lo lo 
gran fragmentando los componentes de la dieta para obtener 
un conjunto limitado de compuestos de bajo peso molecular, 
los cuales son, a su vez, los iniciadores de las rutas bio 
sintéticas. Parte de estos compuestos, en la mayoria de
las células aerobias, se convierten en ultimo termino en
intermediaries del ciclo de los acidos tricarboxilicos que 
pueden ser oxidados totalmente a dioxido de carbono y
agua; como consecuencia de estos procesos, la energia qui­
mica de los nutrientes se acumula en enlaces fosfato ricos 
en energia (ATP), energia util para la celula, cumpliendo- 
se asi la segunda funcion principal de las rutas metabôli­
cas. Esta transferencia energética es realizada por medio 
de la oxidaciôn de unidades de dos âtomos de carbono, que, 
en principio, se condensan con una molécula aceptora, para 
después, el nuevo compuesto asi formado sufrir una serie 
de oxidaciones sucesivas en que los electrones liberados
en estos procesos son acoplados a Los sistemas de la fosfo 
rilaciôn oxidativa; los dos âtomos de carbono se pierden 
fâcilmente como CO 2  y la molécula aceptora se régénéra nue 
vamente. En todo momento en el ciclo existe un equilibrio 
entre las cantidades de carbono que se incorporan y las 
que se liberan, ya que, cuando los intermediarios son uti- 
lizados con fines biosintéticos, las reacciones anaplerôti 
cas actûan manteniendo los niveles de intermediarios ade- 
cuados. El ciclo de los âcidos tricarboxilicos actùa, por 
lo tanto, como una ruta central, canalizando y regulando 
el flujo metabôlico en diferentes direcciones segûn las 
necesidades de la célula.
La capacidad biosintética alcanza su mâxima ex- 
presiôn en el mundo bacteriano y aunque algunas especies 
bacterianas son incapaces de crecer en determinados com­
puestos, la inmensa mayoria ha evolucionado de tal forma 
que puede utilizar como fuente de carbono compuestos de 
bajo peso molecular y a partir de éstos obtener la energia 
necesaria y los componentes moleculares. Esta capacidad 
es, sin duda, consecuencia de su adaptabilidad a las condi 
clones externas. Mientras las células de los organismos 
superiores disponen de fluidos extracelulares muy elabora- 
dos de composiciôn relativamente constante, las bacterias 
no poseen un medio de taies caracteristicas y deben adap- 
tar su metabolismo a los diferentes compuestos que pueden
utilizar como nutrientes.
Los sustratos de bajo peso molecular son suscep­
tibles de ser degradados por algunas especies microbianas 
gracias a que estas han desarrollado una estrategia metabo 
lica que en algunos casos requiere soslayar en parte el 
ciclo de los âcidos tricarboxilicos y utilizar otras rutas 
alternativas como son el ciclo del glioxilato y el ciclo 
de los âcidos dicarboxilicos.
El propionato, CH 2 -CH 2 -COO , se origina en los 
organismos vivos como producto de la ruta oxidativa de 
los âcidos grasos en numéro impar de âtomos de carbono y 
en el catabolismo de la valina, metionina e isoleucina. 
Asimismo, en algunas bacterias de los géneros Propioni- 
bacterium, Megasphaera, Veillonella y Clostridium, el pro­
pionato es un producto de la fermentaciôn de carbohidra- 
tos, que se forma a través de la ruta de los âcidos dicar­
boxilicos via succinato, o a través de la ruta reductiva 
directa que implica el lactil-CoA y el acrilil-CoA (Bald­
win, 1966 ) .
Han sido descritas cinco rutas degradativas para 
la utilizaciôn del propionato por diferentes organismos; 
la ruta del semialdehido malônico, la del malonil-semialde 
hido-CoA, la del succinato, la del d-hidroxiglutarato y
la del acrilato (Figura 1). Generalmente, en organismos
superiores, el propionato (como propionil-CoA) se convier-
te en D -metil-malonil-CoA, el cual se epimeriza a L -me s s —
til-malonil-CoA para finalmente isomerizarse e incorporar- 
se al ciclo de los âcidos tricarboxilicos. Sin embargo, 
no existe tal uniformidad en la transformaciôn del propio­
nato en microorganismos, donde todas las rutas unicamente 
coinciden en la activaciôn del propionato. En la Tabla I 
se detallan dichas rutas y las enzimas implicadas en cada 
una de ellas.
En Escherichia coli se pueden diferenciar très 
clases o grupos de cepas segûn sus comportamientos en la 
utilizaciôn de propionato como fuente de carbono y ener­
gia. Un primer grupo que es incapaz de crecer sobre dicho 
compuesto y del que es preciso aislar mutantes que han ad- 
quirido esa capacidad; otro grupo que crece lentamente en 
propionato y un tercero con crecimiento que se puede cons^ 
derar normal. En estos ûltimos grupos se han descrito como 
mâs probables las rutas degradativas: del succinato, del
acrilato y del d-hidroxiglutarato. Como se puede observar 
en la Figura 2, mientras la primera ruta es relativamente 
independiente, las otras dos se encuentran relacionadas 
por una serie de intermediarios de funciôn anaplerôtica 
o biosintética, lo que hace pensar en un mecanismo de regu 
laciôn muy complejo. Esta situaciôn parece complicarse aûn
mâs, si cabe, en algunas cepas de E. coli, que utilizan 
dos rutas degradativas distintas segûn la fase de creci­
miento celular.
A pesar de ser Escherichia coli y Salmonella ty­
phimurium los organismos mejor conocidos a nivel molecu­
lar, ûnicamente han sido descritas unas mil enzimas de las 
cerca de cuatro mil que pueden ser codificadas por el geno 
ma de estas especies bacterianas.
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Giovanelly y Stumpf 
(1957 y 1958)
Derauestran la oxida­
ciôn de propionato a 
acetato a través de 
esta via, con radio- 
isôtopos.
Propionil-CoA
I Propionil-CoA deshidrogena- 
▼ sa
Acrilil-CoA













Rendina y Coon 
(1957)
Den, Robinson y Coon 
(1959)
Demostraciôn de las - 
enzimas iniciales de 
la ruta ( hasta beta- 
hidroxipropionato).
Demostraciôn de la —  










Demostraciôn de la —  
conversiôn del propio 
nato en acetil-CoA, - 
via semialdehido malo 
nico, implicando el - 
ciclo del glioxilato.
Confirmaciôn de la ac 
ciôn del TCA y del cT 
d o  del glioxilato en 
el crecimiento sobre 
propionato y acetato.
No encuentra implicada 
la acciôn de la vita- 
mina B12 en el metabo­
lismo del propionato y 
propone que la unica - 






1 Propionil-CoA deshidrogena saAcrilil-CoA
^  Acrilil-CoA hidratasa
(3-hidroxipropionil-CoA














Vagelos, Earl y 
Stadtman (1959a)






Demostraciôn de la —  
trasferencia enzimâti- 
ca del grupo fosforilo 
del acetil-P a acidos 
grasos de 3-6 âtomos - 
de carbono.
Ensayo y purificaciôn 
de fosfotransacetilasa
Proponen esta ruta y - 
describen una acrilil- 
CoA aminasa, cuyo pro­
ducto es p-alanil-CoA.
Confirman la ruta y no 
encuentran lactil-CoA 
DH y si desacilasa.




Caracterizaciôn de la 
^-hidroxipropionil-CoA 
DH y malonil-semialde 











^  Metil-malonil-CoA epimerasa 
L s - m e t i l m a l o n i l - C o A
^Metil-malonil-CoA isomerasa 
Succinil-CoA










Friedberg, Adler y 
Lardy (1956)














Kaziro, Ochoa, Warner 
y Chen (1961)




Proponen esta ruta en 
distintos tejidos y - 
estudian aspectos par 
d a l e s  de ella.
Estudian la reacciôn 
de carboxilaciôn.
Proponen la carboxila­
ciôn y estudian la iso 
merizaciôn.
Estudian y purifican 
el sistema de carboxi 
laciôn dependiente de 
ATP-prp-CoA carboxila 
sa.
Proponen esta ruta co 
mo fundamental y estu 
dian la carboxilaciôn.
Purificaciôn de la me 
tilmalonil-CoA isome­
rasa y estudio de sus 
propiedades.
Purificaciôn y carac- 
terizaciôn de la pro- 
pionil-CoA carboxilasa
Estudios sobre la car 
boxilaciôn.
Estudios sobre la iso 
merizaciôn.
Revisiôn sobre el me- 
tabolismo del propio­
nato en tejidos ani­
males .
Smith y Monty 
(1959)
Gurnani, Mistry y 
Johnson (1960)
Demuestran que la vit. 
Bi 2 esta implicada en 
el metabolismo del —  
propionato en animales 





Lengyel, Mazumder y 
Ochoa (1960)
Estudian el papel de 
la vit. B]_2 y las pro 
piedades de la metil- 
malonil-CoA isomerasa.
Halenz y Lane 
(1960)
Estudian la carboxilas
Kalousek, Darigo y 
Rosenberg (1980)
Gravel, Lam, Muhuran 
y Kronis (1980)














Observan la importan- 
cia de la vit. B 1 2 .
Encuentran que en au- 
sencia de vit. B^^ se 








Describe por primera 
vez la ruta de carbo­
xilaciôn.
Rhizobium japonicum
De Hertogh, Mayeux y 
Evans (1964a)
De Hertogh, Mayeux y 
Evans (1964b)
Encuentran que el m e ­
tabolismo del propio­
nato esta fuertemente 
condicionado por la - 
concentraciôn de Co.
Demuestran la existen- 




Smith y Kornberg 
(1967)
Describen la presencia 
de las enzimas de la 
ruta. No hallan isoci- 
trato liasa e infieren 
que no opera la ruta 
del alfa-hidroxigluta- 
rato.
Rhodospirilium rubrum Elsden y Ormerod 
(1956)
Clayton, Dettmer y 
Robertson (1957)
Gibson y Knight 
(1961)
Sugieren que la ruta 
seguida implies suc­
cinato .
Comprobaciôn del papel 
fundamental del CO 2 en 
la ruta.
Demuestran la existen- 
cia de las enzimas im- 




Olsen y Merrik 
(1968)
Utilizando radiosoto- 
pos y técnicas enzima- 
ticas confirman la ope 
ratividad de la ruta 
en esta bacteria foto- 
sintética y en Rhodes- 
pirillum rubrum.




Stjernholm, Noble y 
Kochweser (1962)
Stjernholm, Noble y 
Kochweser (1967)
Henrikson y Allen 
(1979)
Haase, Henrikson, 
Treble y Allen (1982
Estudios de la carbo­
xilaciôn del propionil 
CoA a metilmalonil-CoA
Confirmaciôn de la ope 
ratividad de esta ruta.
Purificaciôn de la en- 
zima cabecera de ruta.
Estudios estructurales 




Efecto de la deficien- 














Stjernholm y Wood 
(1961)
Wood y Stjernholm 
(1961)
Kellermeyer y Wood 
(1968)
Wood, Jacobson, Gerwin 
y Northrop (1968)
Wood y Utter 
(1966)
Demostraciôn de la in 
corporaciôn de ^^Cpro 
pionato en succinato.
Observan la efectivi- 
dad de la biotina y - 
de la vit. B % 2  ^n el 
metabolismo del pro­
pionato, por ser esen 
ciales en la ruta de 
carboxilaciôn.
Purificaciôn y carac- 
terizaciôn de un atrans 
carboxilasa.
Purif icaciôn de la iso 
merasa, la cual préci­
sa vit. B 1 2  para su ac 
tividad.
Ensayo y purificaciôn 
de la oxalacetato trans, 
carboxilasa.
Analizan el papel del 






Foubert y Douglas 
(1948)
Describen la formaciôn 
de propionato a partir 
de succinato.
(proceso de adaptaciôn)
Kolodziej, Wegener y 
Ajl (1968)
Wegener, Reeves y Ajl 
(1968a)
Encuentran que un mu­
tante defiente en las 
enzimas de carboxila­
ciôn es incapaz de ini 
ciar el crecimiento.
Proponen la ruta de - 
carboxilaciôn como ope 
rativa, en la adapt a_- 
ciôn, ya que el HCO 3 
y la vit. Bi 2 teducen 





Propionil-CoA + glioxilatc 











Reeves, Stahl y Ajl
(1963)
Rabin, Reeves, Wegener 
Megraw y A j 1 (1965)
Reeves, Urbano y Ajl
(1965)
Wegener, Furmans)ci y 
Ajl (1967)
Descripciôn de la beta 
condensaciôn enzimâti- 
ca del propionil-CoA 
y el glioxalato.
Demostraciôn de la for 
maciôn de alfa-hidrox_i 
glutarato.
Proponen que el alfa- 
hidroxiglutarato for­
ma do puede metaboli- 
zarse por esta via.
Demostraciôn de la for 
maciôn de semialdehido 
succinico,y succinato 
a partir de este con 
utilizaciôn de NADP.
Estudian las enzimas 










Wegener, Reeves y Ajl 
(1967a)
Wegener, Reeves y Ajl 
(1968a)
Wegener, Reeves y Ajl 
(1968b)
Aunque proponen la ru­
ta via lactato, sugie­
ren que esta tambien - 
podria operar.
Indican que esta ruta 
podria ser funcional 
para formar interme­
diaries C 4 .
Proponen esta ruta pa­
ra formar intermedia­
ries C 4  en un mutante 
valerate” I
Escherichia coli K 12 Kay
(1972)
Usando mutantes de las 
cepas Kj y Kjj que ere 
cen en propionato, in- 
dica que esta ruta ope 
ra alternativa con la 
del acrilato, implican 






Utilizando un mutante 
que mapea en el minute 
98, no concluyen si es 
esta ruta o via acri­
lato .
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^  a_hidroxiglutarato sintasa 
<x-hidroxiglutarato








Demuestran la existen- 
cia de alfa-hidroxiglu 
tarato sintasa y liasa 
aslcomo la de las enzi 
















1 - 3  difosfoglicerato
Reeves y Ajl
(1962)




Megraw, Reeves y Ajl 
(1965 a y b)
Descripciôn de la «t- 
hidroxiglutarato sin­
tasa .
Demostraciôn de la for 
maciôn de alfa-hidro­
xiglutarato.
Propugnan la formaciôn 
de lactato y acetato 
a partir de alfa-hi­
droxiglutarato .
Describen una lactil- 
CoA sintetasa y una - 
lactil-CoA deshidroge 
nasa con formaciôn de 
piruvil-CoA, todo ello 
a partir del lactato 





ENZIMAS ORGANISMO 0 TEJIDO REFERENCIA OBSERVACIONES
Continuaciôn
a l f a -h i d r o x i g l u t a r a t o
A LACTATO + ACETATO
Reeves y Ajl 
(1965a)
Reeves y Ajl 
(1965b)
Rabin, Reeves,Wegener 
Megraw y Ajl (1965)
Formaciôn de citrama­
lato a partir de glio 
xalato, posiblemente 
por isomerizaciôn del 
alfa-hidroxiglutarato.
Descripciôn de la for 
maciôn de aldehido hi 
droxipirûvico a partir 
de lactil-CoA y su pos 
terior metabolismo a 
1-3 difosfoglicerato.
Confirmaciôn de la ope 






^  Propionil-CoA deshidrogenasa
Acrilil-CoA
^  Acrilil-CoA hidratasa
Lactil-CoA
^  Lactil-CoA desacilasa 
Lactato









Mahler y Huennelcens 
(1953)
Sugieren esta ruta, 
pero sin implicar in 
termediarios activa- 
d o s .
Vagelos, Earl y Stadt 
man (1959b)
Demuestran la existen 
cia de una lactil-CoA 








Cardon y Barker 
(1947)
Leaver, Wood y Stjer­
nholm (1955)
Stadtman 
(1955a y b, 1956)
Stadtman y Vagelos
(1958)





celulares proponen es 
ta ruta, identifican- 
do aciles de lactato 
y acrilato.
Identifican las enzi- 
mas de la ruta en la 
fermentaciôn del pro­
pionato.
Ensayo de la fosfo- 
transacetilasa, for­
maciôn de acrilil-CoA 
y de beta-alanil-CoA 
a partir de este.
Confirman la operati- 
vidad de la ruta.
No encuentran lactil- 
CoA DH y si desacilasa.
Formaciôn de propiona 
to a partir de beta- 
alanina por desamina- 
ci ô n .
Pseudomonas aeruginosaj Sokatch 
(1966 y 1967)
Proponen que el propio 
nato se convierte en 
C] via alfaoxidaciôn y 
en C 4 via carboxilaciôn.
i  RUTA METBOLICA
! (Reacciones)
ENZIMAS ORGANISMO O TEJIDO REFERENCIA OBSERVACIONES
Continuac iôn 
QC-OXIDACI&N A LACTATO Megasphaera elsdenii 
(formaciôn y oxidaciôn)
Cardon y Bariter 
(1947)






Baldwin, Wood y Emery
(1961)







Con radioisotopos pro 
nen esta ruta. ~
Describe por primera 
vez la lactil-CoA des 
hidratasa.
Estudian las transfer 
maciones de lactato y 
acrilato para dar pro 
pionil-CoA.
Transformaciôn de lac 
tato en propionato ~ 
a través de aciles-CoA
Confirman la ruta y 
purifican la lactil- 
CoA deshidratasa.
Proponen un ensayo pa 
ra la lactil-CoA des­




Hodgson y McGarry 
(1968a y b)
Determinan la presen­
cia de las enzimas de 






bin y Ajl (1968b)
Wegener, Vanderwinlcel 
Reeves y Ajl (1969)
Demostraciôn por radio 
respirometrîa y espec- 
trofotometrIa de las 
enzimas de la ruta.
Sugieren esta ruta en 
determinadas fases de 
crecimiento.
Proponen esta ruta con 
formaciôn de PEP en 
las primeras fases y 
acet-CoA en las ûlti-
Escherichia coli K 1 2 Wegener, Vanderwinkel 
Reeves y Ajl (1969)
Overath, Pauli y 
Schairer (1969)




Idem E. coli E-26,
Proponen que las enzi- 
mas de oxidaciôn del 
propionato son simila- 
res a las de la beta- 
oxidaciôn de acidos 
grasos.
Sugiere esta ruta j un 
to con la del alfa-h_i 
droxiglutarato a suc­
cinato .
Escherichia coli W Wegener, Vanderwinkel 
Reeves y Ajl (1969)
Describen la operati- 
vidad de esta ruta, 
sin implicar el ciclo 
del glioxilato.
Escherichia coli Spratt, Ginsburg y 
Nunn (1981)
Utilizando un mutante 
que mapea en el minuto 
98 no concluyen si es 
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FIGURA 2. Rutas de.scritas para el metabolismo del propionato en Escherichia coli.
II. CONSIDERACIONES TEORICAS GENERALES
II. CONSIDERACIONES TEORICAS GENERALES
Para evaluar los métodos de investigaciôn del 
metabolismo bacteriano o de otras formas de vida debemos 
preguntarnos que hechos sobresalientes distinguer! la quimi^ 
ca de la materia viva de la de otros sistemas quîmicos.
En primer lugar, cuando empieza la vida, el car- 
bono se encontraba en forma de metano o compuestos alta- 
mente reducidos debido al abundante hidrôgeno enfonces 
existente en la tierra primitiva; ahora la mayoria del car 
bono se encuentra en formas como CO^ y carbonatos, princi- 
palmente.
Para mantener la vida se necesita que el carbono 
esté reducido por el hidrôgeno hasta el nivel que requie- 
ren los constituyentes celulares. Este proceso altamente 
endergônico es realizado por los organismos fotosintéti- 
cos.
El segundo contraste aparece cuando consideramos 
los cambios de entropia siempre crecientes en la materia
inanimada y decrecientes en los procesos biosintéticos de 
la materia viva. Sin embargo, esto no constituye ningûn 
misterio termodinamico, ya que, la disminucion de entropia 
que ocurre en la materia viva, es compensada por la ener- 
gia libre obtenida al degradar los sustratos de crecimien­
to (y por el aumento de entropia que suele darse a los pro 
cesos catabolicos), siendo su fuente primaria la energia 
solar captada en la fotosintesis.
En las secuencias biosinteticas los atomos de 
hidrôgeno son transferidos, usualmente, al carbono des de 
el NADPH, siendo el NAD^ uno de los aceptores de los mis- 
mos en los procesos de degradaciôn. La energia liberada 
en estas degradaciones es generalmente acumulada en la mo- 
lécula de ATP, que se va a utilizar en los procesos biosin 
téticos. Este recurso metabôlico pudo apoyarse en el uso 
de fosfatos inorgânicos como fuentes de energia por las 
primeras formas de vida, ya que, tanto el NADPH como el 
ATP, tienen dos propiedades esenciales para su funciôn: 
son compuestos con alto contenido energético real y poten- 
cial, y ademâs son astables en soluciones neutras durante 
largos periodos de tiempo.
Las rutas biosinteticas necesitan energia, poder 
reductor y materia prima, y estân abastecidas por los pro­
cesos degradativos, existiendo una interrelaciôn entre las
diferentes rutas metabolicas. Asi un paso metabôlico impli. 
carâ un cierto numéro de reacciones interconectadas, pu- 
diéndose afirmar que pocas reacciones funcionan aisladas. 
Por ello, para investigar una determinada reacciôn sera 
necesario aislarla, identificando cada enzima posiblemente 
relacionada con ella, asi como estudiar la conexiôn de ca­
da ruta relacionada con el resto en el metabolismo de la 
célula entera.
Otros dos hechos destacables en la quimica de 
la materia viva son la extrema rapidez con que transcurren 
las reacciones metabôlicas netas y el modo por el que se 
lleva a cabo la regulaciôn de sus velocidades. Todo ello 
se debe a la presencia de enzimas, las cuales deben su es- 
pecificidad y efectividad de acciôn al hecho de ser macro- 
moléculas proteicas con conformaciones definidas y con cen 
tros especificos cataliticos y, en algunos casos, de regu­
laciôn, susceptibles ademâs de ser inducida o reprimida 
su biosintesis, para una mejor regulaciôn de las rutas me­
tabôlicas .
La compléta elucidaciôn de las reacciones quimi- 
cas y de las enzimas participantes en una ruta metabôlica 
muestran un modèle que incide repetidamente en distintas 
areas de la investigaciôn bioquimica. En general, los méto 
dos de estudio de rutas metabôlicas en organismos superio-
res, pueden ser semejantes o diferir de los que se aplican 
a los microorganismos. Con ambos tipos de organismos se 
puede obtener informacion acerca de la operatividad de una 
ruta metabôlica, si se relacionan los compuestos excreta- 
dos con los utilizados.
Los experimentos de resoluciôn de una ruta se 
abordan facilmente con microorganismos, ya que éstos pue­
den crecer en medios de sales minérales suplementados sepa 
radamente con distintas fuentes de carbono y energia, y 
los productos de la degradaciôn, en cada caso, pueden ser 
aislados de los fluidos de cultivo.
Por otra parte, celulas enteras de bacterias son 
utilizadas mas convenientemente que animales intactos: su
capacidad para oxidar sustratos en un respirômetro puede 
proporcionar informaciôn importante.
Los procedimientos para romper celulas microbia- 
nas han proporcionado la oportunidad de estudiar las enzi- 
mas contenidas en su interior y debido a que su organiza- 
ciôn es, generalmente, menos compleja que en organismos 
superiores, la mayoria de las enzimas de interés se pueden 
obtener en formas solubles mediante ruptura celular o uni- 
das a la membrana plasmâtica. Sin embargo, en algunos ca­
sos, la extracciôn no es un proceso completamente decisivo
dado que la determinaciôn de una actividad enziraâtica con- 
creta en un extracto crudo no refleja su importancia en 
la célula Intacta. Ahora bien, cuando se demuestra que las 
reacciones de las enzimas aisladas forman parte de una se- 
cuencia en el interior de la célula, ésto si es muy posi- 
ble que proporcione informacion valiosa. Asimismo nos ser­
vira de gran ayuda el poder aislar organismos mutantes de­
fectives en determinadas enzimas de la secuencia de reac­
ciones; las consecuencias metabôlicas de taies deficien- 
cias, proporcionarfan una prueba directa para la comproba­
ciôn o desestimaciôn de la ruta propuesta; este tipo de 
estudio es mas factible en bacterias.
La investigaciôn bacteriana ofrece la ventaja 
de permitir un mantenimiento y un crecimiento relativamen- 
te econômico de las células, asi como su fâcil almacena- 
miento y conservaciôn, juntamente con la posibilidad de 
disponer, en corto espacio de tiempo, de cantidad suficien 
te de material biolôgico para las investigaciones. Todo 
ello hace de las bacterias uno de los materiales mas idô- 
neos en experimentaciôn bioquimica.
Pero el conocimiento adquirido en el estudio de 
las rutas metabôlicas en bacterias tendria poca validez, 
si las rutas fueran distintas de aquellas que tienen lugar 
en organismos superiores. Sin embargo, a pesar de Las dife
rencias encontradas en la capacidad para sintetizar o de­
gradar un metabolite particular, la mayoria de las formas 
de vida utilizan secuencias bioquimicas semejantes para 
obtencion de energia o para la biosintesis, lo que subra­
ya la teoria de la unidad bioquimica, refiejando la exis- 
tencia de formas ancestrales comunes.
II. 1. Metodologia aplicada para el estudio de una ruta 
catabôlica
II. 1.1. Anâlisis de intermediaries de secuencias metabô­
licas en el medio de cultivo
Durante varies anos los unices métodos empleados 
para estudiar el metabolismo microbiano fueron aquellos 
que se basaban en el anâlisis de compuestos acumulados en 
el medio de cultivo. Muchos de los resultados asi obteni- 
dos proporcionaron valiosa informaciôn para dllucidar la 
ruta de fermentaciôn alcohôlica de la glucosa por levadu- 
ras. Sin embargo, la creencia general de que el procedi- 
miento podia ser aplicado con éxito al conocimiento j de 
otras rutas catabôlicas, râpidamente tuvo que ser abandona 
da por las limitaciones générales que presentaron estos 
experimentos. Se observô, en muchos casos, de forma eviden 
te, que el compuesto que se acumulaba en el medio de creci^ 
miento no era necesariamente un intermediario de la ruta
metabôlica que transcurre desde la fuente de carbono a las 
sencillas moléculas formadas por degradaciôn. En condicio- 
nes anaerôbicas, un organisme puede obtener energia trans- 
firiendo los âtomos de hidrôgeno desde sus sustratos de 
crecimiento a otros metabolites y este proceso produce una 
gran variedad de productos de fermentaciôn. Asi, cuando 
Clostridium kluyveri crece en etanol y acetato como fuen­
tes de carbono, el hidrôgeno es transferido a intermedia­
ries de la ruta biosintética para originar los acides but^ 
rico y hexanoico, los cuales, consecuentemente, se acumu- 
lan como productos de fermentaciôn. Sin embargo, la mayo­
ria de las bacterias aerobias utilizan el TCA como centre 
de su metabolismo y los âtomos de hidrôgeno son transferi­
dos , por medio de coenzimas, al oxigeno a través de la ca- 
dena del transporte electrônico présente en estos microor­
ganismos. Por consiguiente, cuando el suplemento de oxige­
no no es el factor limitante del crecimiento, los compues­
tos detectados en el medio de cultivo proceden de la oxida 
ciôn de la fuente de carbono y su acumulaciôn es transito- 
ria, ya que alcanzan un mâximo para luego decrecer tan râ­
pidamente, como se consuma la fuente de carbono primaria.
En consecuencia, el primer paso en el conocimien 
to de una ruta metabôlica en bacterias aerobias ha consis- 
tido en el aislamiento de compuestos de los medios de cul­
tivo. Un método que proporciona cantidades adecuadas de
estos compuestos es la Técnica de Kluyver y van Zijp, desa 
rrollada en 1951, y en la que los organismos se mantienen, 
en medio llquido, en fase estacionaria de crecimiento. Es­
ta técnica fue utilizada por Kilby (1951) en el aislamien­
to del âcido beta-oxoadîpico de cultivos que utilizaban 
como fuente de carbono, fenol 6 âcido benzoico, iniciando 
la investigaciôn sobre el metabolismo de compuestos aromâ- 
ticos por bacterias. Ahora bien, el hecho de que un metabo 
lito sea excretado por las células tiene un valor limitado 
como compuesto implieado en una ruta degradativa.
Uno de los ejemplos mâs claros en este aspecto, 
es la presencia de los âcidos 2- y 5-oxoglucônicos y el 
âcido glucônico en el medio de cultivo de células de Ace- 
tomonas suboxydans crecidas sobre glucosa. Este microorga- 
nismo produce cantidades elevadas de âcido 5-oxoglucônico 
que cristaliza en el medio de cultivo como sal câlcica. 
DeLey y Stouthamer (1959), demostraron que los âcidos glu­
cônico y oxoglucônico se sintetizan por una ruta lateral. 
Cuando se produce suficiente NADPH, deshidrogenasas espec^ 
ficas y réversibles, las cuales fueron aisladas por estos 
autores, reducen los oxoâcidos; el gluconato résultante, 
después de la fosforilaciôn, es oxidado a través del ciclo 
de los fosfatos de pentosa. Este ciclo, y no una ruta de 
oxidaciôn, es el principal proceso oxidativo en Acetobac- 
t e r .
El hecho de que un metabolito aumente su concen­
traciôn hasta un valor determinado y después se reduzca, 
ha servido a Dagley y col. (1965) a estudiar la cinética 
de acumulaciôn de un compuesto aislado del medio de culti­
vo. Estos autores observaron en especies de Moraxella cre­
cidas en âcido fenilacético, que se acumulaba alfa-oxoglu- 
tarato en el medio, sugiriendo que dicho compuesto se for- 
maba directamente del sustrato de crecimiento antes de en- 
trar en el TCA. Posteriores investigaciones demostraron 
que otros compuestos procedentes del catabolismo del âcido 
fenilacético, eran el acetil-CoA y el fumarato. Por otra 
parte, cuando las mismas especies de Moraxella crecîan en 
acetato como fuente de carbono, el alfa-oxoglutarato se 
acumulaba nuevamente, y, en este caso, el sustrato de cre­
cimiento no sufria degradaciôn previamente. Estas observa- 
ciones pueden simplemente reflejar las proporciones de va­
rias enzimas del ciclo, y las reacciones relacionadas, las 
cuales eran sintetizadas en respuesta a las necesidades 
metabôlicas de los cultivos en crecimiento. Un metabolito 
podria, por lo tanto, ser fâcilmente identificable y otro 
escapar a la detecciôn, aunque ambos pertenezcan a la mis- 
ma ruta metabôlica.
II. 1.2. Empleo de inhibidores metabôlicos
Como anteriormente hemos indicado, un intermedia
rio quimico de una secuencia puede acumularse en el medio 
de cultivo, y durante un cierto tiempo mantener su concen­
traciôn constante, porque la velocidad de sintesis y degra 
daciôn se igualan y, posteriormente, disminuir su concen­
traciôn con el tiempo, hasta alcanzar valores prôximos a 
cero. Tanto la concentraciôn del metabolito, como el tiem­
po de permanencia en el medio de cultivo, se pueden aumen- 
tar anadiendo, al medio de cultivo, sustancias inhibido- 
ras. Estos compuestos se suelen emplear en el estudio de 
los mecanismos de acciôn de las enzimas, pero ocasionalmen 
te se han utilizado también en el estudio de las rutas me­
tabôlicas. Es bien conocido, en este sentido, la utiliza­
ciôn del iodoacetato y fluorure de sodio, para inhibir la 
acciôn de la triosafosfato isomerasa y enolasa, en el estu 
dio de la ruta glucolitica.
La utilizaciôn de inhibidores, como suifanilami- 
da y azaserina, ha sido realizada con éxito, en el estudio 
de la ruta biosintética de nucleôtidos de purina y la uti­
lizaciôn de antibiôticos como penicilina, bacitrina, novo- 
biocina y oxamicina en el conocimiento de la naturaleza 
de las paredes bacterianas.
La utilizaciôn del arsenito sôdico merece un co- 
mentario mâs extenso. Asî, se pudo comprobar que, en pre­
sencia de arsenito, las células de Pseudomonas, crecidas
en L-arabinosa, acumulaban alfa-oxoglutarato. Posteriormen 
te, se descubriô que, en estos microorganismos, transforma 
ban la pentosa en alfa-oxoglutarato, por una ruta que in- 
cluye L-arabonato, L-3-desoxi-2-oxoarabonato y alfa-oxoglu 
tarato semialdehido (Stoolmiller y Abeless, 1966). Smith 
y Kornberg (1967), encontraron que las suspensiones de cé­
lulas de Micrococcus denitrificans, inhibidas parcialmente 
por arsenito, oxidaban el L-malato y el propionato, acumu- 
lândose piruvato en un 80%. Cuando a la suspension se agre 
go bicarbonato sôdico, marcado radioactivamente con 
el piruvato formado a partir del propionato se encontraba 
fuertemente marcado, mientras el formado a partir del L- 
malato no lo estaba. Esta observaciôn sugiriô que la utili 
zaciôn de propionato por estos microorganismos, implicaba 
una previa carboxilaciôn a succinato, el cual origina piru 
vato via malato, malato y oxalacetato. Callely y Lloyd en 
Prototheca zopfii (1964) usando esta técnica detectaron 
la formaciôn a partir de propionato de alfa-oxoglutarato 
y de semialdehido malônico. Asimismo, Hodgson y McGarry 
(1968a) en Moraxella Iwoffi, crecida en presencia de arse­
nito sôdico, determinaron que existîa una conversiôn cuan- 
titativa 1:1 de propionato a piruvato en las primeras' fa­
ses de crecimiento, pero cuando el propionato era compléta 
mente utilizado desaparecia el piruvato y se acumulaba 
2-oxoglutarato. Usando técnicas adicionales, los autores 
mencionado llegaron a proponer para la degradaciôn del pro
pionato la ruta oxidativa directa en Moraxella y la ruta 
via semialdehido malônico en Prototheca.
El arsenito parece inhibir la descarboxilaciôn 
oxidativa de los alfa-oxâcidos porque se combina con los 
dos âtomos de azufre del âcido lipoico, uno de los cofacto 
res del sistema enzimâtico, para formar un arsenito cîcli- 
co. En principio, muchos compuestos pueden utilizarse, in­
hibidores si se combinan con grupos protéticos o coenzi­
mas, bloqueando asî el metabolismo, pero su uso se restrin 
ge, cuando dichos compuestos interaccionan con un amplio 
espectro de reacciones. Un elevado numéro de enzimas mues­
tran requerimientos absolutos por iones metâlicos y, en 
consecuencia, pueden ser inactivados por agentes quelan- 
tes, taies como el etilendiaminotetraacetato (EDTA). Sin 
embargo, un agente quelante puede ser util si es especîfi- 
co para un iôn metâlico determinado y si la reacciôn blo- 
queada se encuentra prôxima al comienzo de la ruta degra­
dativa .
Debe de tenerse en cuenta que es muy difîcil en- 
contrar un inhibidor tan especîfico en su modo de acciôn 
que actûe ùnicamente sobre una enzima sin afectar al res 
to de una ruta metabôlica. Aûn asî han sido descritos como 
ejemplos clâsicos: el bisulfito sôdico que se combina con 
el acetaldehido, las hidroxilaminas que interaccionan con
los acil-CoA e impiden su metabolismo posterior, la semicar 
bacida, que no solamente se une a los alfa-oxoacidos, sino 
tambien al fosfato de piridoxal e inhibe las enzimas que 
requieren este cofactor, el âcido acrilico, que inhibe la 
beta-oxidaciôn porque se combina con la acil-CoA sintetasa 
y la 3-cetoacil-CoA tiolasa (Thijsse, 1964).
Actualmente, el empleo de inhibidores en la de­
terminaciôn de una ruta metabôlica estâ limitado a experi­
mentos preliminares, ya que generalmente no se conoce con 
exactitud el punto de acciôn de un inhibidor y los investi, 
gadores prefieren el aislamiento de mutantes auxotrôficos 
u otras técnicas, cuya utilizaciôn no encierre ninguna cia 
se de incertidumbre.
II. 1.3. Catabolismo parcial de sustratos y sus anâlogos
Se puede utilizar las diferentes especificidades 
que presentan las enzimas por compuestos anâlogos al sus­
trato para obtener informaciôn acerca de una ruta degrada­
tiva. Es decir, si las primeras enzimas de una ruta pueden 
catalizar la oxidaciôn de un anâlogo del sustrato y el me­
tabolito résultante no puede ser transformado por la enzi­
ma siguiente, aquel podrîa acumularse en el medio. En es­
tas condiciones, puede aislarse el metabolito, identificar 
se y determinarse su posiciôn en la ruta metabôlica. Por
ejemplo, algunas especies de Pseudomonas oxidan el p-cre 
sol a p-hidroxibenzoato; pero esta transformaciôn fue dif i 
cil de establecer porque el p-hidroxibenzoato es rapidamen 
te hidroxilado para dar homoprotocatecato. Sin embargo, 
cuando se incorporô un segundo grupo metilo a la molécula 
de p-cresol, râpidamente se acumulaba en el medio de culti. 
vo un sustituyente metilado del âcido p-hidroxibenzoico 
(Dagley y Patel, 1957). Este método también ha sido utili­
zado con extractos crudos. Taies extractos de Pseudomonas, 
cuando crecen en âcido benzoico, contienen una dioxigenasa 
que actûa sobre el catecol, que dificulta la demostraciôn 
de la presencia de este compuesto en la ruta degradativa. 
Sin embargo, Ichihara y col. (1962), demostraron que el 
benzoato y el m-clorobenzoato eran transformados por los 
extractos, pero no asî el 3-clorocatecol, que se acumulaba 
en la mezcla de reacciôn.
Cuando se utilizan células intactas, las enzimas 
de una ruta degradativa secundaria pueden desreprimirse 
tan râpidamente como un metabolito derivado de la ruta 
principal se acumula. Es decir, en este caso, no sôlamente 
el metabolito cesa de acumularse en el medio sino que su 
concentraciôn tiende a reducirse al catabolizarse por la 
ruta secundaria. Estos hechos pueden prevenirse si se uti­
lizan suspensiones celulares no proliférantes y se anade 
cloranfenicol para impedir la sîntesis de nuevas enzimas.
Algunas especies de Moraxella degradan los âcidos dicarbo- 
xilicos por un proceso de beta-oxidaciôn. Aquellos âcidos 
que tienen un numéro par de âtomos de carbono mayor de cua 
tro originan intermediaries del TCA, succinato y acetato, 
mientras aquellos que tienen un numéro impar de âtomos de 
carbono mayor de cinco, producen acetato y glutarato. Este 
ultimo compuesto es degradado por un conjunto de enzimas 
diferentes de la beta-oxidaciôn y que ùnicamente se encuen 
tran présentes en células crecidas en âcidos con un numéro 
impar de âtomos de carbono. Esto fue demostrado directamen 
te incubando células, las cuales habîan sido crecidas pre­
viamente en âcido adîpico, en âcido pimélico y en presen­
cia de cloranfenicol, e identificando el âcido acumulado 
como âcido glutârico. Sin embargo, en ausencia de cloranfe 
nicol, el glutarato no se acumulaba y el âcido pimélico 
era oxidado completamente (Chapman y Duggleby, 1967). En 
algunas ocasiones, en vez de usar cloranfenicol da buenos 
resultados someter las células a la acciôn de luz ultravio 
leta para impedir la sîntesis de nuevas enzimas. Asî, Pa- 
lleroni y Stanier (1964), incubaron Pseudomonas fluores­
cens con L-triptôfano por un periodo de tiempo suficiente 
para inducir ùnicamente las enzimas que transforman el ami. 
noâcido en antranilato. Para ello la suspensiôn celular 
fue irradiada con luz ultravioleta para impedir la sînte­
sis de proteinas, e incubada nuevamente con mayor cantidad 
de L-triptôfano. El sustrato se convirtiô casi cuantitati-
vamente en antranilato por las celulas irradiadas, mien­
tras sin este tratamiento el L-triptofano y el antranilato 
son catabolizados a metabolitos del TCA.
II. 1.4. Adaptaciôn simultanea (Inducciôn secuencial)
Cuando un compuesto ha sido aislado de los flui­
dos metabôlicos y se ha establecido su identidad, deben 
aplicarse algunos criterios adicionales para comprobar su 
identidad, intermediaria; estos criterios adicionales pue­
den proporcionar por si solos suficiente informaciôn para 
comprobar claramente si un determinado compuesto esta im- 
plicado en una ruta metabôlica.
La velocidad a la que un compuesto es degradado 
debe ser compatible con el grado de oxidaciôn del sustrato 
de crecimiento. La técnica de adaptaciôn simultanea proper 
ciona un rapido y conveniente ensayo para comprobar la ve­
locidad de oxidaciôn de un sustrato con la del intermedia­
rio propuesto, antes de intentar aislar las enzimas de las 
células intactas.
Cuando una bacteria crecida en un medio rico es 
trasladada a un medio que contiene como nueva y ûnica fuen 
te de carbono un sustrato determinado, el crecimiento no 
se reinicia hasta que las células son capaces de metaboli-
zarle en la debida forma. Las células deben, en primer lu­
gar, transportar al interior dicha sustancia y después sin 
tetizar en cantidades suficientes aquellas enzimas que de­
gradan el sustrato râpidamente, para suplir las necesida­
des del proceso de crecimiento en cuanto a energia y mate­
rial celular, algunas de estas enzimas usualmente deben 
ser inducidas o desreprimidas.
Si la bacteria es aerobia, es probable que el 
sustrato se convierta en metabolitos del TCA y su conver­
sion ocurrirâ mediante una secuencia de reacciones consis- 
tentes en determinadas etapas enzimâticas. Cuando ocurre 
el crecimiento a expensas del sustrato, las células posee- 
rân cantidades fuertemente incrementadas de las enzimas 
que catalizan la secuencia de reacciones intermedias entre 
este compuesto y los metabolitos del TCA. Ninguno de los 
compuestos intermediarios se esperarîa fuera oxidado fâci]^ 
mente, por células del cultivo en medio rico antes de que 
sean expuestas al sustrato inicial. En consecuencia, cuan­
do una suspensiôn lavada de bacterias crecidas con el sus­
trato inicial como fuente de carbono, es incubada con és- 
te, o con algùn compuesto intermediario de su ruta dégrada 
tiva, en un respirômetro Warburg o con un electrodo de oxî 
geno, podremos medir el consumo de oxigeno. Los compuestos 
intermediarios serian oxidados aproximadamente a la misma 
velocidad que el sustrato de crecimiento. Sin embargo.
otros compuestos que no sean miembros de la secuencia meta 
bolica, no serian oxidados mas que hasta el nivel en que 
estuvieran almacenados en el interior de la celula o tam- 
bién se conseguiria un râpido consume de oxigeno solo cuan 
do las nuevas enzimas fueran inducidas.
Este diseno experimental fue usado por Stanier 
(1947) para estudiar la degradacion bacteriana de compues­
tos aromaticos.
Ahora bien, esta técnica tiene algunas limitacio 
nes que ban sido descritas por el mismo autor. La primera 
es que, aunque un compuesto sea intermediario de una ruta, 
puede no ser oxidado por las celulas si no atraviesa la 
barrera de permeabilidad celular, es decir, no es transpor 
tado al interior. La segunda es que un compuesto puede ser 
oxidado rapidamente sin ser un intermediario de la secuen­
cia propuesta, ya que las enzimas de su métabolisme pueden 
ser constitutivas. Tal posibilidad puede ser examinada, 
midiendo las velocidades de oxidacion en celulas crecidas 
en varias fuentes de carbono intermediarias.
La primera de estas limitaciones puede ser ilus- 
trada por los resultados de determinadas experiencias que 
llevaron a Karlsson y Barker (1948) a deducir que el TCA 
no funcionaba enteramente en Azotobacter agilis, ya que
considerando la secuencia alfa-oxoglutarato ----> Succina
t o  > F u m a r a t o  > M a l a t o  > P i r u v a t o  > Aceta
to, encontraron que, cuando el microorganismo crecia con 
oxoglutarato, oxidaba rapidamente todos los compuestos; 
sin embargo, cuando crecia en un intermediario cualquiera, 
oxidaba rapidamente ese compuesto y los posteriores, pero 
los anteriores lo hacia solo despues de un largo periodo 
de tiempo. Stone y Wilson (1952) encontraron que, aunque 
celulas enteras no eran capaces de oxidar estos compues­
tos, los extractos bacterianos si lo eran. Por ello conclu 
yeron que las enzimas del TCA estan présentes dentro de 
las celulas, pero son inaccesibles a determinados metabol_i 
tos, que estan localizados fuera de ella y solamente cuan­
do su sistema de transporte haya sido inducido podran pene 
trar y ser oxidados.
La segunda limitacion de la técnica de adapta- 
cion simultanea, se ilustra con el trabajo de Wheelis y 
col. (1967) sobre el metabolismo en el acido benzoico en 
Pseudomonas testosteroni. Este organisme hidroxila el ben- 
zoato primero en el carbono 3, dando m-hidroxibenzoato, 
y despues en el carbono 4, para originar protocatecato, 
el nucleo del cual es escindido por una oxigenasa. En prin 
cipio, el m-hidroxibenzoato podria haber sido convertido 
alternativamente a acido gentisico por hidroxilacion en 
carbono 6, una reaccion que cumple P. acidovorans cuando
metaboliza este compuesto. Sin embargo, P. testosteroni 
no puede hidroxilar el carbono 6, por lo cual no puede 
usar la ruta alternativa del gentisato. Esto se demuestra 
por el hecho de que un mutante carente de 4-hidroxilasa 
no crece en benzoato o m-hidroxibenzoato, aunque si lo ha 
ce rapidamente con p-hidroxibenzoato. Sin embargo, y a pe- 
sar de no ser usadas para el metabolismo del m-hidroxiben 
zoato, très enzimas de la ruta del gentisato estân présen­
tes en P. testosteroni y son inducidas a altos niveles al 
exponerlas a m-hidroxibenzoato.
En el metabolismo del propionato de Moraxella 
Iwoffi (Hodgson y McGarry, 1968a) y de E. coli K cepas 
Kj y Kjj (Kay, 1972), utilizando técnicas respirométricas 
de consumo de oxigeno, se pudo llegar a proponer que el 
acetato era un intermediario en la degradacion de propiona 
to, ya que las células crecidas en propionato oxidan ambos 
compuestos y células crecidas en acetato solamente oxidan 
este sustrato, transportândose ambos por el mismo sistema.
Con respecto a la denominaciôn de esta técnica 
hemos usado la original de Stanier (1947), aunque no sea 
completamente adecuada. Asi, adaptaciôn simultanea se re- 
fiere a un hecho experimental, dado que cuando las células 
han ajustado su complemento enzimâtico para un sustrato, 
rapidamente le oxidan y simultâneamente serân capaces de
oxidar los intermediarios; sin embargo, ésto no implica 
que el ajuste sea provocado. Por otro lado, la denomina­
ciôn altenativa, inducciôn secuencial, implica un mécanis­
me de acondicionamiento que frecuentemente no ocurre; las 
enzimas degradativas de los compuestos intermediarios no 
son necesariamente sintetizadas secuencialmente: pueden ser 
desreprimidas coordinadamente y no ser el responsable nin- 
guno de estos compuestos.
II. 1.5. Empleo de extractos libres
El conocimiento de una ruta degradativa utilizan 
do extractos bacterianos libres de células, se basa en el 
hecho de que las enzimas son, generalmente, solubles e in­
ducibles y pueden determinarse y compararse las activida- 
des enzimâticas de células crecidas en diferentes fuentes 
de carbono. El método es particularmente interesante si 
todas las enzimas, que catalizan una serie de reacciones 
sucesivas en una secuencia, se pueden extraer simultânea­
mente; asi, si el segmente mayor de una reacciôn "cadena" 
permanece funcional después del proceso de extracciôn celu 
lar, se puede obtener informaciôn sobre la ruta, bloquean- 
do la secuencia en diferentes puntos. Esta acciôn puede 
ser realizada inactivando alguna de las enzimas por inhibi 
dores 6 por tratamiento térmico 6 sometiendo los extractos 
celulares a un proceso de diâlisis con objeto de separar
los coenzimas esenciales. Estos extractos también pueden 
ser fraccionados por precipitacion con sulfato amonico 6 
a traves de cromatografla de filtracion en gel. Por otra 
parte, la extracciôn de un conjunto de enzimas que actùan 
secuencialmente puede permitir la biosintesis "in vitro" 
de un metabolite, que se puede aislar de la mezcla de reac 
ciôn y posteriormente caracterizar. Este intermediario me- 
tabôlico debe sintetizarse y degradarse a velocidades com­
patibles con la velocidad total de conversiôn del sustrato 
de crecimiento en su(s) producto(s) final(es) del metabo­
lismo. Debe tenerse en cuenta que algunas enzimas solubles 
de los extractos crudos no poseen necesariamente la misma 
actividad en el tubo de ensayo que en el interior de las 
células: por ejemplo, cuando la actividad depende de una 
determinada asociaciôn de las subunidades de la enzima, 
al diluir los extractos la efectividad catalitica se puede 
reducir drâsticamente.
Las ventajas de utilizer extractos libres de cé­
lulas, que catalizan reacciones sucesivas en una secuencia 
catabôlica, han sido puestas de manifiesto en un gran nûme 
ro de investigaciones bioquîmicas. Concretamente en el me­
tabolismo del propionato en tejidos animales. Flavin y 
col. (1955, 1956, 1957), Kaziro y Ochoa (1964), demuestran 
la presencia de las enzimas que catalizan la transforma- 
ciôn de propionil-CoA en succinato. Asimismo, Callely y
Lloyd (1964) en extractos bacterianos de P. zopfii determi 
nan actividades de propionil-CoA deshidrogenasa, acrilil- 
CoA hidratasa, ^-hidroxipropionil-CoA desacilasa, p -hidro 
xipropionato deshidrogenasa y semialdehido malonico descar 
boxilasa, que les lleva a sugerir que la ruta degradativa 
del propionato transcurre via semialdehido malonico; de 
la misma forma Rabin y col. (1965), Megraw y col. (1965a 
y b). Reeves, Urbano y Ajl (1965), Wegener, Reeves y Ajl 
(1967a y b ; 1968a y b), Hodgson y McGarry (1968a y b), We­
gener y col. (1969) y Kay (1972), utilizan este procedi- 
miento de determinacion de las actividades en extractos 
celulares para proponer una ruta catabôlica del propionato.
En un principio, cuando se observô que una enzi­
ma era fuertemente desreprimida como consecuencia de utili^ 
zar las bacterias diferentes fuentes de carbono, se adoptô 
que la enzima funcionaria en el catabolismo de un nuevo 
sustrato de crecimiento. Esta hipôtesis estaba basada en 
el hecho de que la bacteria no sobrevivirîa al proceso se- 
lectivo de evoluciôn si los sustratos no indujeran la sin- 
tesis de proteinas no utilizables en condiciones favora­
bles de crecimiento. Actualmente, es un hecho comprobado 
que cuando las bacterias se exponen a una nueva fuente 
de carbono pueden sintetizar enzimas, que normalmente no 
utilizan, junto con aquellas que sintetiza cualquiera que 
sea el sustrato de crecimiento.
En 1966, Ornston y Stanier purificaron y estudia 
ron las propiedades de las enzimas implicadas en las rutas 
catabôlicas de los âcidos benzoico y 4-hidroxibenzoico. 
Ambas rutas transcurren por vias separadas confluyendo en 
el âcido beta-oxoadipico enol-lactona, el cual por medio 
de una hidrolasa se transforma en âcido beta-oxoadipico. 
En Pseudomonas putida, Ornston (1966) demostrô que el âci­
do beta-oxoadipico o su acil-CoA correspondiente es el des 
represor de la hidrolasa. El problema de como el âcido ben 
zoico se podria convertir en âcido beta-oxoadipico sin que 
se produjera una acumulaciôn del âcido beta-oxoadipico 
enol-lactona pudo ser resuelto al observar que las enzimas 
de la ruta se encuentran présentes a niveles basales y 
cuando las células son expuestas al âcido benzoico hay una 
lenta pero significative formaciôn de âcido beta-oxoadipi 
co, suficiente para iniciar la desrepresiôn de la beta-oxo 
adipato enol-lactona hidrolasa. Simultâneamente a este pro 
ceso, se produce la sintesis de dos enzimas de la ruta de­
gradativa del âcido 4-hidroxibenzoico. Esta desrepresiôn 
coordinada de dos rutas diferentes, también ha sido obser- 
vada en algunas especies de Moraxella (Cânovas y col., 
1967), aunque en el caso concrete de las rutas degradati­
vas de los âcidos 4-hidroxibenzoico y benzoico, los méca­
nismes de desrepresiôn son diferentes.
Otro caso interesante es el propuesto por Wege-
ner, Reeves y Ajl (1968a) para el metabolismo del propiona 
to. Cuando las celulas de E. coli utilizan este compuesto 
como fuente de carbono es esencial la actividad propionil- 
CoA carboxilasa en la fase de adaptaciôn. Una vez que se
supera un cierto nivel de crecimiento, se encuentra impli- 
cada la isocitrato liasa del ciclo del glioxilato. Poste­
riormente, Wegener, Vanderwinkel, Reeves y Ajl (1969) com- 
probaron que la actividad de esta enzima durante el creci­
miento sobre propionato varia con respecto a la cepa de
E. coli empleada, la concentraciôn de propionato y de sa­
les minérales en el medio y la fase de crecimiento.
También Kay (1972) en E. coli K cepas K  ^ y
Kjj sugiere que el catabolismo del propionato transcurre
simultâneamente a través de las rutas del alfa-hidroxiglu 
tarato via succinato y del lactato via acrilato.
Aunque estos hechos no son muy corrientes, en
el estudio de las rutas catabôlicas utilizando extractos 
libres de células debe tenerse en cuenta que el aislamien- 
to y caracterizaciôn de un metabolite sintetizado "in vi­
tro" por extractos crudos de células crecidas en el sustra 
to inductor no establece per se que el metabolito pertenez 
ca a la ruta catabôlica directa del sustrato de crecimien­
to.
II. 1.6. Utilizaciôn de isôtopos radioactives
En 1964, Krebs refiriéndose a la aplicaciôn de 
isôtopos radioactives escribia: "Una ventaja de la utiliza 
ciôn de isôtopos radioactives es su aplicabilidad a siste- 
mas complejos taies como organismes vives y tejidos intac­
tes en condiciones fisiolôgicas. Pero hay un precio que 
pagar. Lo que se gana por mantener unas condiciones fisio­
lôgicas se pierde en parte por las dificultades que se pre 
sentan al interpretar los resultados". En el caso concre­
te de los sistemas bacterianos se podria sehalar que algu­
nas de estas dificultades se pueden evitar al trabajar en 
condiciones expérimentales favorables, como son la utiliza 
ciôn de medios minimes y el crecimiento en fase exponen- 
cial. Sin duda, porque la biosintesis es el aspecto mas 
sobresaliente del metabolismo en el mundo bacteriano, las 
técnicas de radioisôtopos han sido extensivamente utiliza- 
das en el conocimiento de las rutas biosintéticas y rela- 
tivamente poco en las rutas catabôlicas.
Un procedimiento, que viene empleândose desde 
el comienzo de los anos cincuenta, para identificar un me­
tabolito marcado radioactivamente consiste en ahadir un 
exceso de metabolito sin marcar, el cual actûa como un 
portador y al recuperarse nuevamente el metabolito se ob­
serva que contiene radioactividad. Cuando este método se
aplica a bacterias intactas deben tomarse precauciones a 
la bora de interpretar los resultados, ya que el metaboli­
to sin marcar puede no mezclarse con el marcado formado 
endogenamente, bien por su naturaleza quimica o bien por­
que no ha podido atravesar la membrana.
Uno de los resultados mas importantes que se ob-
tuvieron de la aplicaciôn de esta técnica fue el descubri-
miento del "ciclo del âcido dicarboxilico". Los experimen-
tos que probaron la operatividad de esta ruta fueron reali
zados con suspensiones celulares no proliférantes de
Micrococcus lysodeikticus. Las suspensiones oxidaban el
14acetato marcado con C en el grupo metilo; el alfa-oxoglu 
tarato y el succinato se recuperaron con radioactividad 
después de haberse agregado dichos compuestos en exceso 
a la mezcla de reacciôn; sin embargo, las actividades espe 
cificas de los âtomos de carbono del alfa-oxoglutarato 
eran mâs bajas que las del succinato. Este resultado no 
concordaba con el hecho de que el alfa-oxoglutarato fuera 
el inmediato precursor del succinato como sucede en el ci­
clo de Krebs. Ademâs, la actividad especîfica del CO^ libe 
rado era varias veces mayor que la de los âtomos de estos 
grupos carboxilos de ambos compuestos. Sin embargo, estos 
datos estaban de acuerdo con la hipôtesis de la condensa-
ciôn de Thunberg: 2 a c e t a t o  > succinato + 2 H ; una
cantidad muy pequena de acetato marcado se incorpora al
portador alfa-oxoglutarato, sugiriendo que este compuesto 
no es un intermediario obligatorio en la oxidaciôn del ace 
tato, mientras se incorporan cantidades relativamente al- 
tas en los grupos metilos del succinato. Sin embargo, expe 
rimentos isotôpicos, rigurosamente controlados, realizados 
por Swim y Krampitz (1954) pusieron de manifiesto la difi- 
cultad de interpretaciôn de los resultados obtenidos, que 
ocasionaban en muchas ocasiones conclusiones contradicto- 
rias. Por ello los investigadores decidieron utilizar los 
radioisôtopos sobre bacterias en la fase de crecimiento 
exponencial en vez de suspensiones celulares no proliferan 
tes y por medio de dos técnicas principalmente: "Competi-
ciôn isotôpica" y "Muestreo râpido".
En la técnica de competiciôn isotôpica se consi­
déra la formaciôn de un compuesto estable a partir de un 
sustrato marcado radioactivamente. Si en un momento deter- 
minado el sustrato se diluye por adiciôn al medio de culti 
vo de sustrato sin marcar, la actividad especîfica de los 
compuestos intermediarios, asi como la del producto final, 
disminuirâ. Si el compuesto, que se anade al medio de cul­
tive, es el producto final sin marcar, la actividad espec_î 
fica de éste tendrâ un valor mâs bajo, pero no asi las ac­
tividades especîficas de los compuestos precursores que 
se mantendrân constantes. Esta técnica se aplica con éxito 
cuando la ruta metabôlica es unidireccional y el producto
final es estable, de forma que la radioactividad incorpora 
da no se puede reciclar. Taies condiciones se pueden encon 
trar cuando el producto es un coenzima cuya efectividad 
funcional depende de su estabilidad metabôlica o es un am_i 
noâcido que permanece estable y se incorpora a la proteina 
en las condiciones normales de crecimiento.
Los primeros investigadores que utilizaron esta 
técnica fueron Roberts y col. (1955), que comprobaron 
que en E. coli, el TCA actûa tanto en la biosintesis 
como en la oxidaciôn de los aminoâcidos. Posteriormen­
te, esta técnica también fue aplicada con éxito por Cox 
y Gibson (1966) en el estudio de las rutas biosintéticas 
de compuestos aromaticos, y por Leistner y col. (1967) en 
la de la vitamina .
La técnica de râpido muestreo de incorporaciôn 
de radioactividad posee la ventaja de que puede seguirse 
la cinética de incorporaciôn. La aplicaciôn de esta técni­
ca se asemeja, y en ocasiones coadyuva, a la de adaptaciôn 
simultânea, por lo que la aplicaciôn de ambas técnicas pro 
porciona una idea general de la secuencia de la ruta. Las 
aplicaciones mâs efectivas o interesantes sobre el metabo­
lismo bacteriano fueron realizadas por Kornberg (1963) y 
Quayle (1963a y b). De forma general después de la aplica­
ciôn de estas técnicas se realizan estudios enzimolôgicos
por medio del aislamiento y caracterizaciôn de enzimas que 
catalizan las reacciones propuestas y medidas de las velo­
cidades de las reacciones para confirmar que la secuencia 
multienzimatica puede llevarse a cabo a una velocidad que 
se encuentra en consonancia con la velocidad metabôlica 
total.
La idea de que la velocidad a la que un compues­
to se dégrada sea compatible con el grado de oxidaciôn de 
un sustrato ha sido puesta en prâctica por Wegener, Reeves 
y Ajl (1967a y b) y Wegener, Reeves, Rabin y Ajl (1968b) 
en la elucidaciôn de la ruta degradativa del propionato 
en E . coli, siguiendo la evoluciôn de en ensayos re^
pirométricqs. Estos investigadores pensaron que la proce- 
dencia del carbono marcado séria un signo indicative de 
la ruta a seguir en la degradaciôn de este compuesto. En 
sus experimentos observaron que el porcentaje de acumula­
ciôn de era mayor cuando el 1 - propionato se usa-
14ba como sustrato que cuando utilizada el 2- C propionato 
y éste mayor que cuando se usaba el 3-^^C propionato. Es­
tos datos eran consistentes con una ruta de oxidaciôn de 
propionato a lactato via acrilato, ya que de las cinco ru­
tas que habian sido propuestas en microorganismos por 
otros autores, Wegener y col. previeron que la evoluciôn 
del segûn la ruta degradativa del propionato marcado
especificamente deberia seguir el siguiente patrôn: o<-hi
droxiglutarato a succinato (1>3=2); carboxilacion a succi­
nato (1>3=2); malonico semialdehido-CoA (3>1>2); malonico 
semialdehido (1>3>2) y lactato (1>2>3).
II. 1.7. Aislamiento y caracterizaciôn de mutantes defec- 
tivos en la ruta
En la naturaleza se encuentran muchos microorga­
nismos que son incapaces de crecer a menos que se le pro- 
vea de ciertos factores esenciales de crecimiento (aminoâ­
cidos, coenzimas), debido a un fallo metabôlico, en com- 
paraciôn con organismos compétentes. Estos microorganismos 
nutritivamente exigentes o auxôtrofos naturales han sido 
usados para el estudio de las rutas biosintéticas de los 
aminoâcidos y para descubrir, ensayar y aislar coenzimas, 
asi como para dilucidar sus estructuras quîmicas y su fun- 
ciôn. Asi podemos destacar la dilucidaciôn de la estructu- 
ra quimica y la funciôn biolôgica del âcido lipoico (O'Ka­
ne y Gunsalus, 1948; Gunsalus y col., 1952a y b ; Guirard 
y col., 1946a y b; Stokstad y col., 1949; Kidder y Dewey, 
1949), lo cual permitiô su aislamiento cristalizado a par­
tir de higado (Reed y col., 1953) y su sintesis (Hornber- 
ger y col., 1953).
Un segundo ejemplo es la demostraciôn de que el 
factor requerido para las descarboxilaciones y otras reac-
clones de aminoâcidos es el piridoxal fosforilado sobre 
el grupo hidroximetilo en posiciôn I, segûn los trabajos 
de Bellamy y Gunsalus (1944), Gunsalus y col. (1944) y Um- 
breit y Gunsalus (1949) sobre Streptococcus foecalis.
Por ûltimo, merece citarse la informaciôn que 
los auxôtrofos naturales han proporcionado sobre el coenzi 
ma A. Utilizando bacterias que no pueden sintetizar âcido 
pantoténico, pero si convertirlo en CoA, y bacterias que 
no pueden realizar esta conversiôn, pero si usar pantotei- 
na, se ha podido ver que la biosintesis del CoA, a partir 
de âcido pantoténico, implica fosforilaciôn, extensiôn de 
la molécula por adiciôn de un residue de OC-mercaptoetilamd. 
na para dar pantoteina-4 fosfato, la cual se combina con 
ATP y se fosforila dando CoA.
Actualmente, ademâs de los auxôtrofos naturales 
apropiados, se usan mutantes inducidos obtenidos por expo- 
siciôn de los organismos de tipo silvestre a la radiaciôn 
ultravioleta o a mutâgenos quimicos y su posterior selec- 
ciôn por medio, por ejemplo, de penicilina (Lederberg y 
Zinder, 1948).
Los métodos empleados, con la utilizaciôn de mu­
tantes, en la determinaciôn de rutas metabôlicas proporcio 
nan grandes posibilidades aunque este tipo de investiga-
ciôn présenta algunas limitaciones y por ello la interpre­
taciôn de taies estudios debe ser cauta. Por este motivo, 
una vez analizados por metodologia de mutantes las reaccio 
nes de la ruta, deben estudiarse individualmente las enzi­
mas, que proporcionaran informaciôn, no solamente sobre 
el camino a seguir, sino también sobre su regulaciôn. Con- 
sideremos una ruta metabôlica general, compuesta por una 
secuencia de reacciones por las cuales una bacteria tipo 
silvestre sintetiza un aminoâcido a partir de una fuente 
de carbono. Los mutantes déficientes en la sintesis de una 
enzima de un paso intermedio no crecerân con los compues­
tos anteriores en la secuencia. Sin embargo, los compues­
tos posteriores al paso bloqueado si servirân para permi­
tir el crecimiento. Si es posible obtener mutantes en cada 
uno de los pasos y analizar sus requerimientos, se podrâ 
sugerir una ruta a partir del compuesto inicial. Ademâs, 
el conocimiento de las reacciones de una ruta estâ apoyado 
por el hecho de que cuando un determinado mutante crece 
con los compuestos inicial y final de la ruta, se acumula- 
râ el compuesto anterior a la mutaciôn. Este poder de acu­
mulaciôn, en principio, comporta consecuencias metabôlicas 
adicionales. Como se ha indicado, el estudio de las enzi­
mas implicadas por separado nos permitirâ demostrar su via 
bilidad.
La aplicaciôn de estos métodos ha proporcionado
resultados satisfactorios en la investigaciôn de las rutas 
biosintéticas de valina e isoleucina en Neurospora crassa 
(Bonner y col., 1943). Estudios complementarios de Umbar- 
ger y col. (19 60) en E. coli y A. aerogenes y de Satyanara 
yana y Radhakrishnan (1962) en hojas de espinacas sobre 
el resto de las enzimas de las rutas, llevaron a la conclu 
siôn de que las mismas enzimas sirven para catalizar las 
reacciones respectivas en las rutas biosintéticas de vali­
na e isoleucina.
Otro de los ejemplos mâs claros que ilustran la 
metodologia mutante, y particularmente provechoso en descu 
brir nuevos metabolites, es la elucidaciôn de rutas de bio 
sintesis de compuestos aromâticos (Davis, 1950 y 1951; Sa- 
lamon y Davis, 1953; Weiss y col., 1953; Gibson y Gibson, 
1964).
Los trabajos de estos investigadores en la bio­
sintesis aromâtica proporcionan cuatro ejemplos de hallaz- 
gos expérimentales que requieren prudencia en su interpre­
taciôn ;
1.- Se puede encontrar un requerimiento para un compuesto 
que no sea un precursor (Mitsushashi y Davis, 1954).
2.- Un intermediario obligatorio en la sintesis puede no
satisfacer los requerimientos de crecimiento (Davis y 
Mingioli, 1953).
3.- Un compuesto puede acumularse en los cultivos en res- 
puesta a una lesion metabôlica y no ser un intermedia­
rio (Levin y Sprinson, 1960 y 1964).
4.- Un precursor puede dar origen a un requerimiento de 
crecimiento cuando es anadido al cultivo (Davis, 1952a 
y b) .
La metodologia mutante no sôlamente ha sido uti­
lizada con éxito en el aspecto biosintetico del metabolis­
mo sino también en las rutas degradativas y en la elucida­
ciôn de reacciones en las rutas centrales del metabolismo. 
El TCA y la glicolisis, sirven como procesos intermedia­
rios para diversas reacciones en distintas rutas, tanto 
biosintéticas como degradativas. Como resultado de esta 
interrelaciôn de secuencias, la situaciôn puede aparecer 
compleja siendo posible dibujar varios esquemas alternati­
ves y factibles para convertir un metabolito en otro por 
medio de enzimas que, se conoce, contiene el organisme. 
Ahora el problema se plantea al intentar demostrar cual 
de las rutas es la empleada en una situaciôn determinada. 
A veces, es posible mostrar que, si bien una enzima esta 
présente, su concentraciôn es insuficiente para producir
la velocidad de conversion observada.
Sin embargo, no se puede tomar una decision def^ 
nitiva ûnicamente sobre esta base. La determinaciôn de ni­
veles enzimâticos puede simplemente indicar que, en princi. 
pio, pueden ser utilizadas rutas alternativas. Los metabo­
lites de las rutas centrales del metabolismo suelen servir 
como intermediarios de otras rutas y establecen interrela- 
ciones entre varias secuencias. En este aspecto, merece 
especial atenciôn el fosfoenolpiruvato, ya que ademâs de 
estar implicado en el PTS, y servir de origen de varias 
rutas biosintéticas, se encuentra en un punto clave del 
metabolismo de los carbohidratos: entre la glicolisis y
el ciclo de Krebs.
Cuando Escherichia o Salmonella crecen utilizan­
do glucosa como fuente de carbono el fosfoenolpiruvato 
(PEP) se forma directamente por las reacciones de la se­
cuencia glucolitica y por acciôn de la piruvato quinasa 
se transforma en piruvato. Dos piruvato quinasas han sido 
aisladas en estos microorganismos potencialmente capaces 
de llevar a cabo dicha reacciôn (Malcovati, Valentini y 
Kornberg, 1973; Alonso, G-Olalla y Garrido-Pertierra, 
1979) y mutantes defectives en ambas piruvato quinasas 
han sido obtenidos por Garrido-Pertierra y Cooper (1976). 
El PEP también puede formarse a partir de OAA por la enzi-
ma fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, enzima gluconeogénica 
que une el ciclo de los âcidos tricarboxilicos con la ruta 
glucolitica. La reacciôn inversa es catalizada por la fos- 
foenolpiruvato carboxilasa. Los mutantes defectives de es­
ta enzima, obtenidos por Theodore y Englesberg (1964), son 
incapaces de crecer en compuestos glucoliticos. Canovas 
y Kornberg (1965) y Maeba y Sanwal (1969) observaron que 
la enzima bacteriana era alostérica y como efector positi­
ve requerra CoA, diferenciândose en este aspecto de la en­
zima que cataliza la misma reacciôn en plantas. Esta reac­
ciôn es de gran importancia por su funciôn anaplerôtica, 
cuando los metabolites del ciclo son utilizados para la 
biosintesis de constituyentes celulares.
Una tercera reacciôn por la que se puede obtener 
PEP es directamente a partir de piruvato; reacciôn catali­
zada por la enzima fosfoenolpiruvato sintetasa y restrict! 
va a algunas bacterias y plantas que utilizan la ruta de 
Hatch-Slack. Cooper y Kornberg (1965 y 1967) demostraron 
la presencia de la enzima en E. coli y que la energia nece 
saria para llevar a cabo tal transformaciôn procédé de la 
hidrôlisis del ATP.
La importancia de la metodologia mutante en el 
estudio del metabolismo bacteriano puede ser resaltado por 
el siguiente hecho: se observa que existen dos vias alter-
nativas por las que las celulas son potencialmente capaces 
de obtener fosfoenolpiruvato desde intermediarios del ci­
clo de Krebs. La primera, directamente a partir del oxala- 
cetato por la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y 
la segunda transformando el malato en piruvato y éste en 
PEP, reacciones en que estân implicadas la enzima "mâlico" 
y la fosfoenolpiruvato sintetasa respectivamente. Las très 
enzimas han sido encontradas en extractos celulares de 
Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Sin embargo, 
"in vivo" la ruta metabôlica a partir de intermediarios 
del ciclo estâ canalizada exclusivamente por la primera 
via ya que los mutantes defectives en fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa aislados por Hsie y Rickenberg (1966) no 
crecen en medios que utilizan ûnicamente succinato, fumara 
to o malato como fuente de carbono.
También en el metabolismo del propionato ha sido 
aplicada la metodologia mutante. En E. coli E-26 (Wegener, 
Reeves y Ajl, 1968b) utilizando un mutante defective en 
el catabolismo del valerate proponen que la secuencia de­
gradativa del propionato transcurre via oc-hidroxiglutara- 
to; Kolodziej y col. (1968) utilizando un mutante defecti­
ve en las enzimas de carboxilaciôn apoyan esta hipôtesis. 
En la misma especie microbiana, cepa W (Ashworth y Korn­
berg, 1964), emplean mutantes isocitrato liasa negatives 
y sugieren la ruta de oxidaciôn directa del propionato pa-
ra su catabolismo. En E. coli K cepas K  ^ y , Kay
(1972) aisla mutantes que han ganado la capacidad de cre­
cer en propionato y los utiliza en el estudio de la ruta 
degradativa de este compuesto a través de métodos enzimolo 
gicos y respirométricos.
II. 2. Qbjetivos del présente trabajo de investigaciôn
Como se ha esbozado en el Introducciôn y tenien- 
do en cuenta las Consideraciones Teôricas, el objetivo del 
présente trabajo de investigaciôn es el estudio de la via 
degradativa del propionato en Salmonella typhimurium L T 2 .
La importancia de estas investigaciones reside, 
por una parte, en contribuer al conocimiento de las capaci. 
dades bioquîmicas de esta especie bacteriana, en particu­
lar, y al proceso de gluconeogénesis y por otra la informa 
ciôn obtenida podrâ servir como modelo aplicable al estu­
dio del catabolismo de propionato en otros organismos.
III. MATERIALES Y METODOS
III. MATERIALES Y METODOS
III. 1. Materiales
III. 1.1. Réactives y productos
Etil metano sulfonate, 2-Aminopurina, timina, 
trimetoprim, fenacina metasulfato, clorhidrato de fenilhi- 
dracina, 2-4 dinitrofenil hidracina, ATP, NAD, NADP, NADK, 
FAD, PEP, 2-6 diclorofenol indofenol, azul de nitrotetrazo 
lie, trifenil tetrazolio, clohidrato de hidroxilamina, 
clorhidrato de cisteina, acetil fosfato, propionil fosfa­
to, Coenzima A, acetil-CoA, n-propionil-CoA, albumina sêr^ 
ca bovina, diaforasa y los âcidos glioxilico, OC-hidroxiglu 
târico, piruvico, DL-lâctico y DL-isocitrico, se obtuvie- 
ron de Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA.
Anhidrido propionico, 5-5' ditiobis-2 nitroben 
zoico fueron proporcionados por Aldrich Europe, BEERSE, 
Belgica.
Bacto-agar, bacto-casitona, extracto de levadu-
ra, bacto-triptona y medio nutritive fueron suministrados 
por DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA.
Tris (hidroximetil)-aminometano, D-glucosa, D- 
lactosa, D-galactosa, D-xilosa, glicerol, Vitamina , Vi­
tamina B^ 2 ' leucina, piridina, EDTA, 2-2' tiodiglicol, ver 
de de brome cresol, azul de metileno, tampon imidazol, cro 
matofolios de silicagel 60 ^ 2 ^^, los âcidos acético, citri^ 
C O ,  succinico, acrilico, propionico, p-hidroxifenilaceti- 
co, J-aminobutirico y laurico, y todos los demâs réactivés 
de grado analitico se adquirieron de Merck, Darmstadt, 
R.F.A.
Malato deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa 
se obtuvieron de Boehringer Mannheim GmbH, R.F.A.
Sephacryl S-200 y DEAE-Sephacel se consiguieron 
de Pharmacia Fine Chemicals A.B., Uppsala, Suecia, y la 
penicilina sodica de Antibioticos S.A., Leon, Espaha.
III. 1.2. Material biologico
Los organismos utilizados fueron: Megasphaera
elsdenii, Escherichia coli K ^ 2  cepa ^ 2 8 9 ' coli cepa B 
y Salmonella typhimurium cepa LT2; asi como los mutantes 
de este ultimo organismo AG 517, A^, 4017, B^ , 18 y leu
39 y un conjunto de cepas F'.
Las cepas de E. coli y S. typhimurium han sido 
proporcionadas por el Dr. Cooper, Department of Biochemis­
try, University of Leicester (Inglaterra), el cual, a su 
vez, obtuvo el conjunto de cepas F ' del E. coli Genetic 
Stock Centre, University of Yale (USA). M. elsdenii ha si­
do suministrada por la Coleccion Espahola de Cultives Ti- 
po, Departamento de Microbiologia, Universidad de Valencia 
(Espaha).
Las estirpes han sido conservadas en plaças con 
medio complete solide, a 4°C y han sido renovadas cada 20 
dias para su perfecto mantenimiento. Semestralmente se ha 
realizado una biotipificacion a nivel de especie.
III. 2. Metodes
III. 2.1. Medios de cultive
Se han empleado medios liquides y medios solides 
para les cultives bacterianos de acuerdo con les fines que 
se persiguen en las investigaciones.
III. 2.1.1. Medios liquidos
Los medios liquidos se han utilizado bien en for 
ma minima o bien en forma compléta, segûn se desee obtener 
células crecidas en una fuente ûnica y conocida de carbo­
ne o en un conjunto complete de nutrientes, respectivamen- 
t e .
III. 2.1.1.1. Medios liquidos minimes
Los medios minimes contienen un conjunto de sa­
les minérales y requerimientos bâsicos a les cuales se ana
de la fuente de carbone y energia que deseemos. Los utili- 
zados fueron dos: M-63 y medio de Reeves y Ajl.
Las distintas fuentes de carbone se prepararon 
0'5 M, su pH se ajusté a 7'O y se almacenaron, una vez es- 
terilizadas a 4°C. Para su utilizaciôn se anadieron al me­
dio minime en una cantidad estândar "60C", numéro que ré­
sulta de multiplicar la concentraciôn por el numéro de âto 
mes de carbone del compuesto; asi en el case de hexosas, 
la concentraciôn final era 10 mM; succinate 15 mM; lacta­
te, glicerol, piruvato y propionate 20 mM; acetate 30 mM, 
e tc.
Todos les azùcares sencillos utilizados corres-
ponden al isôraero D.
III. 2.1.1.1.1. Medio M-63
Es un medio descrito por Miller (1972). Un litro 
de M-63 contiene: 13'6 g de KH^PO^, 2 g de (NH^) 2 S0  ^ , 0'5
mg de FeS 0 ^. 7 H 2 0  y l'O mg de vitamina B^. El pH de la solu
ciôn se ajusta a 7'0 con KOH.
Se prépara una disoluciôn O'I M de MgSO^ . 7 H 2 O
de la cual se anade 1 ml por cada 100 ml de M-63.
El M-63 se preparô usualmente en forma concentra 
da 5X y se diluyô inmediatamente antes de esterilizar para 
su uso.
III. 2.1.1.1.2. Medio de Reeves y Ajl (1960)
Este medio contiene: 0 ’4% de (NH^) 2 S 0 ^, 0'6% de
KH 2 P 0 ^, 0 '2 % de K^HPO^, 0 *0 1 % de MgS 0 ^. 7 H 2 0  y 0 '2 % de ex­
tracto de levadura. El pH es ajustado a 7'0 con KOH.
En algunas ocasiones, y con el propôsito de rea- 
lizar crecimientos mas rapides y evitar contaminaciones, 
estes medios minimes fueron suplementados con cantidades 
pequenas de les medios completes que a continuaciôn se des
criben.
III. 2.1.1.2. Medios liquidos completes
Se han utilizado los medios completes, descritos 
por Miller (1972), que a continuaciôn se indican:
1. - Medio Luria (LB): contiene 10 g de bacto-triptona, 
5 g de bacto-extracto de levadura. O'5 g de NaCl y 2 ml 
de NaOH IM en un volumen final de 1 litro. El pH se 
ajusta a 7'0 con NaOH IM.
2.- Caldo nutritive (NB): contiene 8  g de Medio Nutritive 
por litro.
3.- Medio R : contiene por litro, 10 g de bacto-triptona, 
1 g de bacto-extracto de levadura y 8  g de NaCl. El pH 
se ajusta a 7'O con NaOH IM.
4.- Extracto de levadura (Y): contiene 15 g de bacto-ex
tracte de levadura por litro.
Los medios completes descritos se prepararon al 
l'5% (p/v) cuando se emplearon como suplemento del medio 
minime.
En todos los cases, los medios completes se este 
rilizaron inmediatamente una vez preparados y se conserva- 
ron a 4°C.
111.2.1.2. Medios solides
Se prepararon anadiendo a los medios liquides 
15 gramos de bacto-agar por litro.
Para la preparacion de plaças, todos los medios 
liquidos y el agar se prepararon y esterilizaron por sepa- 
rado, mezclandose inmediatamente despues y suplementandose 
con la fuente de carbone deseada (en case de ser medio mi­
nime) ; esta mezcla se vertiô en plaças Pétri estériles de- 
sechables, a razôn de 25 ml por plaça; estas se dejaron 
en la estufa de cultive a 37°C durante 12 horas con objeto 
de eliminar el agua de condensaciôn y comprobar su esteri- 
lidad. Posteriormente, debidamente selladas y rotuladas, 
se almacenaron a 4®C hasta su utilizaciôn.
111.2.2. Medios de mutaciôn
Los medios utilizados para la obtenciôn de mutan 
tes fueron: el M-63, anteriormente descrito (Secciôn III. 2. 
1.1.1.1.), y el M-121, descrito por Goriniy Kaufman (1960). 
Este ultime contiene: 3 g de KCl, 9'4 g de NaCl, 48*4 g de 
(0 H) 2 NH 2 C, 20 ml de MgCl 2  0*1 M, 0*02 ml de FeCl^ 0*2 M, 0*7 g 
de Na 2 S 0  ^ y 1*4 mg de ZnCl 2 . Las sales se disuelven en 500 
ml de HgO destilada, se ajusta el pH a 7*5 con HCl 1 M 
y se anaden 2*15 g de NH^Cl y 44*4 mg de CaCl 2  , llevândo-
se a un volumen final de 1  litro con agua destilada.
III. 2.3. Agentes mutagénicos
Los agentes mutagénicos utilizados fueron EMS 
y 2-AP|. Su interés reside en que producen cambios de base 
pero no delecciones ni inserciones.
En ninguno de los dos casos es precise esterili­
zar las soluciones de dichos compuestos.
III. 2.3.1. Etil metano sulfonate (EMS)
El EMS fue utilizado dada su gran potencia muta- 
génica debida a su acciôn molecular que provoca la union 
de grupos etilo a las moléculas de guanina del ADN en el 
carbone 1, provocando la pérdida de estas bases y apare- 
ciendo un sitio vacio. El resultado final conduce a trans^ 
clones o transversiones segûn la base que ocupe dicho si­
tio. En el case de no perderse la guanina alquilada, esta 
aparea errôneamente con la timina produciéndose la transi- 
ciôn: G - C  [> A-T. Asi pues, el efecto del EMS es visi­
ble después de la replicaciôn del ADN.
Para el ensayo mutagénico, el EMS se utilize sin 
diluir y usando material desechable debido a ser potencial
mente cancerigeno; por ello con una pipeta de punta dese­
chable se tomaron 0'03 ml de EMS y se anadieron a 2 ml de 
la suspension celular, en medio de Gorini M-121 (ô M-63), 
sin fuente de carbono y con agitaciôn lenta.
III. 2.3.2. 2-Aminopurina (2-AP)
La 2-AP produce transiciones en el ADN, y aunque 
résulta menos potente que otros agentes como EMS o Nitroso 
guanidina (NG), este efecto se supera creciendo las bacte- 
rias durante varias generaciones en su presencia.
Para el ensayo mutagénico, 3 mg de 2-AP se aha- 
dieron a un frasco que contiene 5 ml de medio completo Lu 
ria (LB) y O'I ml de un cultivo en fase logarîtmica dilui- 
do 10^ veces. Dicha suspension se dejô crecer hasta alcan- 
zar la fase estacionaria.
III. 2.4. Sintesis quimica de derivados de Coenzima A
Se realize segûn Stadtman (1957b), el cual des­
cribe dos métodos para la sintesis de acilos de CoA y otros 
tiol ésteres. El primero esta basado en el procedimiento 
de Simon y Shemin (1953) e implica los anhidridos de âcido 
los cuales reaccionan con el mercaptano en soluciôn acuosa 
a 0°C y pH 7'5. El segundo, desarrollado por Wieland y
Koppe(1953, 1954), y conocido como el metodo de anhidridos 
mixtos, se basa en reacciones de intercambio del tipo: 
RCOSR' + R"SH<5=====>RC0SR" + R ' SH
III. 2.4.1. Reaccion con anhidridos: sintesis de Acetil- 
CoA y Propionil-CoA.
A 10yLimol de CoASH se le anade l'O ml de agua 
destilada; la soluciôn se enfria a 0°C, se le anaden O ' 2 
ml de KHCO^ IM y ajusta el pH a 7'5; posteriormente se le 
anaden 0'13-0'15 ml de una soluciôn recien preparada del 
anhidrido de âcido O'I M (anhidrido propiônico ô anhidrido 
acético) a 0°C. Se agita a mano durante unos segundos y 
se deja nuevamente a 0°C durante 4-5 minutes.
Si una gota de la mezcla da positive el test del 
nitroprusiato para -SH se le anade mas soluciôn del anhi­
drido de âcido hasta que la reacciôn sea negativa.
III. 2.4.2. Reacciôn de anhidridos mixtos: sintesis de 
acrilil-CoA
En un matraz esférico de 10 ml de capacidad pro- 
visto de un tube con d o r u r e  câlcico, se echan 4 ' 8 6  mg de 
âcido acrilico (6'76 x 10  ^ moles) disueltos en 3 ml de 
éter anhidro y se coloca en un agitador magnético. La dise
luciôn se enfria a 0°C y se anaden, poco a poco y con agi­
taciôn, procurando que la temperatura no suba, 7'32 mg de 
cloroformiato de etilo disueltos en 1  ml de eter anhidro, 
manteniéndose en estas condiciones durante una hora. Pasa-
do este tiempo se anaden de una vez, 40 mg de CoASH (5'2 
-5
X  10 moles) disueltos en 3 ml de KHCO^ 0'2 M. Se mantie- 
ne la agitaciôn durante media hora a temperatura ambiente; 
a continuaciôn se decanta y la fase acuosa se lava repeti- 
das veces con eter. El acrilil-CoA permanece en la fase 
acuosa.
III. 2.4.3. Comprobaciôn de la pureza de los acil-CoA sin- 
tetizados
La pureza de los acil-CoA se comprobô por medio 
del método del Nitroprusiato, el método del DTNB y cromato 
grafia en capa fina.
III. 2.4.3.1. Método del nitroprusiato
Descrito por Stadtman (1957b) es un ensayo cuan- 
titativo para grupos -SH libres. En una cubeta de 1 ml se 
ponen 0'4 ml conteniendo 0'03-0'2 ^ équivalentes del acil- 
CoA correspondiente, 0'4 ml de soluciôn de (NH^ )  ^SO^ sa- 
turada, O ' 2  ml de réactive de nitroprusiato al 2 % y 
0'2 ml de reactivo de cianuro (20'7 g de SO^ y 0'33 g
de NaCN en 100 ml de H ^0 ) « Pasados 30 minutes se lee
la absorbancia a 540 nm trente a un blanco que contiene 
todos los réactivés excepte el compuesto con grupos 
-SH. La densidad optica obtenida con 1 yaequivalente de
-SH libre es 0'33.
III. 2.4.3.2. Método del âcido 5-5* ditiobis-2 nitroben- 
zoico (DTNB)
El âcido 5-5' ditiobis-2 nitrobenzoico es un
reactivo que sôlamente reacciona con grupos -SH libres,
y no con los tiol ésteres, pudiendo leerse la apariciôn 
de color a 412 nm. En la determinaciôn, la cubeta muestra 
y r e f e r e n d a  contienen 1 ml de tampon fosfato sôdico O'I 
M pH 7 'G y G'05 ml de DTNB G '01 M. Posteriormente, a la 
cubeta muestra, se le anaden 2 6  3 ^1 de CoA G '010 M alcan 
zando la absorbancia un valor de G'5-0'6. Al anadir el 
acil-CoA a la cubeta referenda, la absorbancia descenderâ 
segûn su pureza. El valor de la misma se puede calcular 
como tanto por ciento de la absorbancia obtenida trente 
a la de la muestra.
III. 2.4.3.3. Cromatografla en capa fina
La cromatografîa en capa fina se realiza en cro- 
matofolios de aluminio de silicagel 60 F 2 5 4  ' con espesor
de capa de 0'2 mm. El método permite apreciar cualitativa- 
mente la sintesis del acil-CoA diferenciando los sustratos 
y otros productos de la reacciôn, asi, al eluir en una 
misma plaça los compuestos empleados en su sintesis y el 
producto obtenido, la visualizaciôn de sus distintas ban­
das a la luz ultravioleta nos sirve de indice de la pureza 
del producto. Las fases môviles empleadas para eluir son 
cloroformo/metanol/acético (5:4:1), cloroformo/etanol
(8:2), cloroformo/metanol/acético (3:5:2).
En los ensayos para comprobar la pureza de los 
acil-CoA, esta résulté estar comprendida entre el 95 y el 
99 por ciento.
III. 2.5. Crecimiento celular
III. 2.5.1. Crecimiento en medio sôlido
Generalmente las plaças, conteniendo medio sôli­
do, se siembran con un pequeno inôculo de la capa elegida, 
que se extiende por toda la plaça con un asa de platino. 
En aquellas ocasiones, en que se requiere un crecimiento 
râpido o conocer el numéro de células viables se realizan 
precultivos en medio rico y a partir de este medio se es- 
parcen por la plaça. Estas operaciones se realizan en una 
câmara de flujo laminar en condiciones de esterilidad. Las
plaças asi preparadas y rotuladas, se incuban en una estu­
fa de cultives a 37°C, observândose el crecimiento a las 
24, 48 y 72 horas; cuando el crecimiento es el adecuado 
se almacenan a 0°C.
III. 2.5.2. Crecimiento en medio liquide
Normalmente el crecimiento en medio liquide se 
realiza en matraces de 250 ml, los cuales se esterilizan 
con 100 ml de medio minime. Posteriormente, se suplementan 
con la fuente de carbono y energia deseada. La siembra se 
efectûa, en condiciones estériles, inoculando una pequena 
cantidad, recogida con el asa de platino, de la cepa con- 
servada en medio solide. En otras ocasiones, se realiza 
un precultivo en medio rico del cual se anade una pequena 
cantidad al matraz de cultivo.
La incubaciôn se realiza a 37°C aerôbicamente, 
y con agitaciôn constante de 2 0 0  rpm en un agitador orbi­
tal Gallemkamp.
El crecimiento se sigue, midiendo la absorbancia 
a 680 nm en un espectrofotômetro Spectronic 20 de Bausch 
y Lomb frente al medio de cultivo empleado. En estas condd 
clones, una absorbancia de l'O corresponde a 0'68 mg de
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peso seco de células/ml ô l'36 x 10 células.
III. 2.5.2.1. Recogida de células
Las bacterias fueron crecidas, en condiciones 
anteriormente descritas, hasta alcanzar tres fases distin- 
tas de crecimiento: comienzo de la fase logarîtmica, segun 
da mitad de ésta y fase estacionaria. Al alcanzar el crec^ 
miento deseado se recogieron por centrifugacion a 13.000 
X g durante 5 minutos a 4°C y se lavaron dos veces con 50 
ml de tampon Tris-HCl 50 mM pH 7'0, manteniéndose a 4°C, 
o bien congeladas, hasta su utilizaciôn.
III. 2.6. Medida del consume de oxigeno
El consume de oxigeno, tanto en extractos celula 
res como en células enteras o permeabilizadas, fue determi 
nado polarogrâficamente a 30°C en un aparato Gilson (Gil­
son Medical Electronics, Middleton, U.S.A.) al que se en- 
cuentra aplicado un electrode de oxigeno Clark y conectado 
a un registrador con expansor de escala. La câmara de reac 
ciôn ténia una capacidad de l'35 ml siendo la solubilidad 
del oxigeno a 30®C, 0'25yumol/ml. La cantidad total de ox_i 
geno en estas condiciones es de 340 nmol.
La câmara de reacciôn contenia como tampôn Tris- 
HCl o fosfato potâsico, ambos 0'05 M y pH 7*0, inyectândo- 
se mediante una microjeringa 50-100yal de células o extrac
to celular concentrados y crecidos en la fuente de carbono 
adecuada, dejandose durante varios minutos para determinar 
el consume basal o respiracion endogena. Posteriormente, 
se inyectaron cantidades variables de los distintos sustra 
tos (acet., prp., gli., etc.), midiendose los consumes de 
oxigeno en estas condiciones y refiriéndose los dates siem 
pre al consume basal.
Los resultados se expresan en forma de Q que
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corresponde a losyjLlitros de oxigeno consumidos por hora 
y mg de proteina 6  rag de peso seco celular.
III. 2.7. Tecnicas mutagenicas
III. 2.7.1. Seleccion de mutantes espontâneos timina (-)
Este método esta basado en la inhibicion del cre 
cimiento de las células timina (+) por acciôn de trimeto- 
prim (y también de la aminopterina), pero no él de las ti­
mina (-), en presencia de altas cantidades de timina; asi 
después de varias generaciones creciendo en timina y trime 
toprim los cultivos de E. coli contienen predominantemente 
células tim . Estos mutantes requieren 50yUg/ml de timina 
para crecer, carecen de timidilato sintetasa y mapean apro 
ximadamente en el minute 55 del genoma de E. coli.
El trimetoprim es un inhibidor de la enzima bac- 
teriana dihidrofolato reductasa (Hitchings, 1969), pero 
no de la de mamiferos, la cual reduce el âcido dihidrofôli 
co (DHF) a tetrahidrofôlico (THF); por ello, en presencia 
de trimetoprim disminuyen las cantidades de THF y decrece 
la concentraciôn de metabolites que derivan de él (Miovic 
y Pizer, 1971; Amyes y Smith, 1974).
Los tetrahidrofolatos son usados en bacterias 
para la formaciôn de metionina y glicina, para la sintesis 
de purinas y para la iniciaciôn de la sintesis de protei­
na .
El procedimiento seguido para aislar tim es el 
descrito por Miller (1972). De un precultivo en medio rico 
(LB) de S. typhimurium se inoculan 0'2 ml en una plaça de 
M-63 suplementado con glucosa 10 mM, timina G'05 mg/ml y 
trimetoprim 1 mg/ml. Todos los componentes se esterilizan 
excepto el trimetoprim, que no se puede someter a elevadas 
temperaturas, y fue microfiltrado. Las plaças se incuban 
a 37°C durante 36 horas. Transcurrido este tiempo las sim­
ples colonias aparecidas se trasladan separadamente a pla­
ças de idéntica composiciôn a las anteriores y se incuban 
en las misraas condiciones.
Estas colonias se someten a posterior purifica-
ciôn comprobândose su falta de crecimiento en glucosa y 
su crecimiento normal en glucosa mas timina.
Los mutantes espontâneos asi aislados son tim 
y se usaron en pasos posteriores.
III. 2.7.2. Aislamiento y selecciôn de mutantes inducidos 
III. 2.7.2.1. Inducciôn de mutantes por EMS
El método seguido para obtener mutantes deficien 
tes en la ruta del propionato por tratamiento con EMS, tan 
to en medio M-63 como en medio Gorini, fue el mismo, y el 
procedimiento seguido es el descrito por Miller (1972). 
Se crece la cepa deseada en medio mînimo suplementado con 
propionato (fuente de carbono selectiva), bajo condiciones 
normales ya descritas, hasta que el cultivo alcanza la fa­
se logarîtmica (O'4-0'9 de absorbancia a 680 nm). Se reco- 
gen, por centrifugaciôn a 13.000 x g durante 10 minutos 
a 4°C, las células précisas para alcanzar una absorbancia 
de 0'14 al resuspender en 100 ml de medio mînimo. Se toman 
2  ml de esta suspensiôn y se llevan a un matraz estéril 
de 30 ml, al cual se le anaden con pipeta de punta desecha 
ble 30yU.1 de EMS. Este matraz se incuba con agitaciôn len­
ta (50 rpm) a 37°C durante dos horas.
Transcurrido este periodo de tiempo, se anade 
al matraz 20 ml de M-63 suplementado con fuente de carbono 
no selectiva (glicerol ô glucosa) y se deja crecer durante 
toda la noche (tiempo suficiente para alcanzar un desarro- 
llo visible). Pasado este tiempo, se le anaden otros 
80 ml de M-63 con glucosa ô glicerol y se deja crecer has­
ta alcanzar la fase logarîtmica.
Llegado a este punto las células necesarias se 
recogen por centrifugaciôn a 13.000 x g durante 5 minutos 
a 4°C y se resuspenden en un matraz que contiene 100 ml 
de medio mînimo suplementado con propionato hasta una ab­
sorbancia de 0'08, dejândose crecer en condiciones norma­
les hasta 0'17, y conservândose posteriormente a 4°C.
III. 2.7.2.2. Inducciôn de mutantes por 2-AP
Se realizô segûn la técnica de Miller (1972). 
En este caso la cepa que se desea mutar se crece en medio 
mînimo suplementado con propionato hasta fase logarîtmica. 
Alcanzado este nivel de crecimiento se hace de esta suspen 
siôn celular una diluciôn 10 y se toman O'I ml de la dilu 
ciôn llevândoles a un matraz de 30 ml que contiene 5 ml 
de LB y 3 mg de 2-AP.
Este matraz se incuba, bajo condiciones norma­
les, durante varias generaciones hasta alcanzar la fase 
estacionaria. Posteriormente, se centrifuga a 13.000 x g, 
durante 10 minutos a 4°C. Las células, asi obtenidas, se 
resuspenden en medio mînimo con fuente selectiva hasta una 
Abggonm 0'08, dejândose crecer hasta 0'17 y conservândo 
se posteriormente a 4°C.
III. 2.7.2.3. Selecciôn de mutantes por tratamiento con 
penicilina
Una vez efectuada la mutaciôn, por cualquiera 
de los dos métodos, se procediô a la selecciôn y enriqueci 
miento en mutantes, segûn Gorini y Kaufman (1960), por me­
dio de penicilina. Para ello, de la suspensiôn celular cre
cida en condiciones selectivas hasta Ab^o^ de 0'17, se680nm
toman 5 ml y se anaden a un tubo de ensayo estéril y otros 
5 ml a otro que contiene 6  mg de penicilina G sôdica. Am­
bos tubos se colocan en una estufa de cultivo a 37°C en 
posiciôn inclinada y sin agitaciôn hasta que la absorban­
cia del tubo carente de penicilina alcance 0*5. En ese ins 
tante se centrifuga el tubo con penicilina a 40.000 x g 
durante 20 minutos a 4°C y las células se resuspenden en 
1 0  ml de medio mînimo estéril.
III. 2.7.3. Replicaciôn en plaça
A partir de los 10 ml de suspensiôn celular pro- 
cedente de los procesos de mutaciôn y selecciôn de penici­
lina, se hacen sucesivas diluciones, y se toman O'I ml de 
cada una de ellas, extendiéndose sobre distintas plaças 
de Pétri, que contienen medio sôlido M-63 y glucosa 6  gli­
cerol como fuente de carbono. Cuando las colonias son vis^ 
bles se eligen aquella o aquellas plaças correspondientes 
a determinadas diluciones en que las colonias aparecen se- 
paradas unas de otras y con la ayuda de un trozo de tela 
de terciopelo y un aparato de madera con diâmetro ajusta­
ble a la plaça (Miller, 1972), se traspasan cuidadosamente 
y de una sola vez a plaças con M-63 y propionato como fuen 
te selectiva de carbono y a plaças con M-63 y glucosa o 
glicerol como fuente de carbono. Cuando las colonias son 
perfectamente visibles (24-30 horas) se comparan las dos 
plaças que se corresponden y se eligen aquellas colonias 
que han crecido ünicamente en el medio no selectivo, puri- 
ficândose y comprobândose posteriormente su fenotipo.
III. 2.8. Preparaciôn de extractos celulares
Las células procedentes de un matraz de 100 ml, 
crecidas y recogidas como se ha descrito anteriormente 
(secciôn III. 2.5.), se resuspenden en 4 ml de tampôn
Tris-HCl 50 mM pH 7'0. Esta suspension se sonica en un de- 
sintegrador ultrasonico (MSE) a 0°C durante 2 minutos con 
pulsos de 30 segundos, operando en una amplitud de 8  a 9 
^  de pico a pico, centrifugandose posteriormente a 35.000 
X g , durante 15 minutos a 4°C, para eliminar los restos 
celulares. El sobrenadante se recoge y se mantiene a 4°C 
hasta su utilizaciôn.
III. 2.9. Obtenciôn de células permeabilizadas
El método seguido para la obtenciôn de células 
permeabilizadas ha sido fundamentalmente el descrito por 
Reeves y Sols (1973), ligeramente modificado.
Las bacterias se crecen aerôbicamente a 37°C en 
100 ml de medio M-63 suplementado con la fuente de carbono 
apropiada. Cuando el crecimiento alcanza la segunda mitad 
de la fase logarîtmica se recogen las células centrifugan- 
do a 13.000 X  g durante 5 minutos a 4°C. Posteriormente, 
las células se lavan con 50 ml de tampôn fosfato 0'05 M 
pH 7'0, resuspendiéndose finalmente en 4 ml del mismo tam­
pôn. A continuaciôn, a 1 ml de esta suspensiôn celular (y 
de diluciones sucesivas de ella), se anaden 1 0  yul de solu­
ciôn de tolueno: etanol (1:9 v/v), manteniéndose la tempe­
ratura a 0°C. La suspensiôn se somete a agitaciôn durante 
1 minute en un agitador vibratorio Braun, almacenândose
a 0°C hasta su utilizaciôn.
III. 2.10. Tratamiento de choque osmôtico
Se ha observado que, cuando algunas Enterobacte- 
riaceas se someten a choques osmôticos de intensidad mode- 
rada, se provoca la separaciôn selectiva de enzimas hidro- 
liticas y de algunas proteinas relacionadas con el trans­
porte al interior celular de varios compuestos de la mem- 
brana celular. Aunque del hecho en si no se tiene eviden- 
cia directa, se cree que estas proteinas se encuentran lo- 
calizadas en compartimentes superficiales entre la pared 
celular y la membrana plasmâtica, en vez de encontrarse 
libres en el citoplasma.
La cantidad de proteina liberada por este proce­
dimiento représenta aproximadamente el 3'5% de la proteina 
celular total. Las células sometidas a choque osmôtico per 
manecen viables, y resuspendidas en un medio de cultivo pue 
den crecer normalmente después de un periodo de adaptaciôn 
de 30-40 minutos (Heppel, 1971).
Para procéder al tratamiento por choque osmôtico 
se cultivan en dos matraces de 500 ml con 200 ml de medio 
mînimo suplementado con propionato y se crecen hasta alcan 
zar la fase estacionaria. Posteriormente, se centrifugan
a 13.000 X g durante 5 minutos a 4°C y se lavan tres veces 
con 50 ml de tampon Tris-HCl 0 ' 03 M pH 7'0. Las células 
correspondientes a uno de los matraces se guardan a 4°C. 
Esta suspension se sonica posteriormente, obteniéndose el 
extracto control no sometido a choque. Las células del 
otro matraz se resuspenden en 80 partes (v/v) de soluciôn 
de sacarosa O'5 M que contiene Tris-HCl O'033 M pH 7 ' 2 y 
EDTA 1 mM. La mezcla se agita a temperatura ambiente 10 
minutos en un erlenmeyer de 500 ml y posteriormente se cen 
trifuga a 13.000 x g 5 minutos a 4°C. Una vez eliminado 
el sobrenadante, el precipitado obtenido se resuspende râ- 
pidamente en 80 partes de agua destilada a 0°C y se agita 
vigorôsamente 10 minutos a 0°C. A continuaciôn la mezcla 
se centrifuga y el sobrenadante liquide (que contiene las 
proteinas liberadas por choque osmôtico) se conserva a 
0-4°C. El precipitado se resuspende en 8  ml de Tris-HCl 
0'033 M pH 7 ' 2, se sonica, obteniéndose el extracto libre 
de células sometidas a choque, por centrifugaciôn.
A partir de las células control se obtiene tam­
bién el extracto por sonicaciôn y centrifugaciôn.
El extracto preparado de las células sometidas 
a choque, el sobrenadante liquide del choque y el del ex­
tracto preparado de las células no sometidas a choque se 
almacena a 0-4°C para su posterior anâlisis.
III. 2.11. Tecnicas enziraaticas
Los ensayos de actividad de las distintas enzi­
mas estudiadas se llevaron a cabo a 30°C en un espectrofo- 
tometro Beckman modelo 35 6  en un espectrofotômetro UNICAM 
S.P. 1800, ambos con registrador y control de temperatura 
incorporados.
III. 2.11.1. Activaciôn del propionato intracelular
La activaciôn del propionato ha sido descrita 
como un proceso llevado a cabo en dos etapas catalizadas 
por enzimas distintas, cuyo resultado global se puede es- 
quematizar asi:
propionato + ATP + C o A -------- > propionil-CoA + ADP + Pj^
La primera de las enzimas cataliza la fosforila- 
ciôn del propionato y la segunda, la formaciôn del acil- 
CoA.
III. 2.11.1.1. ATP-monocarboxilato fosfotransferasa
(EC 2.7.2.1.)
Esta enzima cataliza la primera etapa del proce­
so de activaciôn:
propionato + A T P -------- > propionil-fosfato + ADP
El método seguido para la determinaciôn de su 
actividad fue el descrito por Hodgson y McGarry (1968b). 
La soluciôn de ensayo contenia en 10 ml : G'25 mmol de tam­
pôn Tris-HCl pH 7' 6 , G'2 mmol de MgCl 2 , G ' 2 mmol de ATP, 
2 'G mmol de clorhidrato de hidroxilamina pH 7 'G (iguales 
volûmenes de clorhidrato de hidroxilamina 4 'G M y NaGH 
3'5 N), G '1 mmol de sustrato (propionato ô acetato) y ex­
tractos bacterianos crecidos en propionato conteniendo 
aproximadamente 2G mg de proteina.
La mezcla de reacciôn fue incubada a 3G°C y a 
intervales de 6 G minutos se tomaron alicuotas de 1 ml y 
se mezclaron con 3'G ml de reactivo de FeCl^; posteriormen 
te, la proteina fue sedimentada y los sobrenadantes fueron 
medidos a 54G nm determinando la concentraciôn de hidroxa- 
matos.
El método de determinaciôn de la concentraciôn 
de âcido hidroxâmico seguido fue esencialmente el descrito 
por Stadtman (1957a) usando el reactivo de FeCl^ . Este 
reactivo estâ formado por iguales volûmenes de âcido tri- 
cloroacético al 12% (p/v), HCl 3 N y FeCl 2 .6 H 2 G al 5% en 
HCl G'I N.
III. 2.11.1.2. Aci1-CoA-ortofosfato aciltransferasa
Esta enzima cataliza la segunda etapa del proce­
so de activaciôn:
propionil-fosfato + CoA ---------> propionil-CoA + fosfatoj
El ensayo de su actividad catabôlica fue seguido
usando el método de la arsenolisis de Stadtman (1955a) pa­
ra la acetil-CoA-ortofosfato aciltransferasa (EC 2.3.1.8.) 
y el método de Stadtman (1957a) para determinar la concen­
traciôn de hidroxamato, segûn han descrito Hodgson y 
McGarry (1968b).
La mezcla de reacciôn contenia en 10 ml: 
300 y mol de tampôn Tris-HCl pH 8'0, 100 ^mol de clorhidra 
to de cisteina pH I'O, 100 mol de sustrato, 2 ' 0 ^mol de 
CoA y extractos bacterianos conteniendo aproximadamente 
1 0  mg de proteina.
A intervalos de 15 minutos, se toman alicuotas
de 1 ml y se mezclan con 50 yumol de arsenato potâsico
pH 8 '0 para provocar la ruptura del posible acil-CoA forma 
do y 15 minutos mâs tarde se anaden O'5 ml de clorhidrato 
de hidroxilamina 2 M determinândose el contenido en hidro- 
xamatos a 540 nm con FeCl^ , segûn se ha indicado en el
apartado anterior (III. 2.11.7.1.).
111. 2.11.2. (X -hidroxiglutarato sintasa (EC 4.1.3.9.)
La ot-hidroxiglutarato sintasa ha side descrita 
per primera vez per Reeves y Ajl (1962) en extractos cru- 
dos libres de células de E. coli crecida en propionato de- 
mostrando que existia una relaciôn equimolar en los descen 
SOS de las concentraciones del glioxilato y del propionil- 
CoA.
La enzima cataliza la condensaciôn entre el glio 
xilato y el carbono beta del propionil-CoA para dar o(-h^ 
droxiglutarato:
propionil-CoA + g l i o x i l a t o ---------> -hidroxiglutarato
El ensayo enzimâtico seguido para su determina- 
ciôn fue el descrito por Reeves y Ajl (1962) y Reeves y 
col. (1963). La mezcla de reacciôn contiene en l'5 ml: 
100 ^ m o l  de tampon Tris-HCl pH 8'0, 5 yumol de MgClg ,
13'0 ^ m o l  de glioxilato sôdico, 12'0 ^ o l  de propionil-CoA 
y 0 '5 ml de extractos bacterianos crudos (aproximadamente 
2 mg de proteina). En el control, los extractos utilizados 
fueron previamente hervidos. Los tubos experimental y con­
trol fueron incubados a 37°C durante 6  horas anaerôbicamen
te; pasado este tiempo se detuvo la reacciôn por adiciôn 
de tungstato sôdico, en al 25%, hasta el 7%. La pro­
teina fue eliminada por centrifugaciôn y el sobrenadante 
fue extraido con éter en un Soxlet durante 36 horas. Poste 
riormente, el éter fue evaporado y el residuo fue disuelto 
en una pequena cantidad de agua; con esta soluciôn se rea- 
lizô una cromatografia en croraatofolios de celulosa 
F 2 5 4 , empleando como eluyente n-butanol-âcido fôrmico-agua 
(5:2:1) .
La cromatografia se realizô a temperatura ambien 
te y el âcido ck-hidroxiglutârico se identifica trente a 
un control de dicho âcido comercial, visualizândose con 
0'04% de bromocresol verde en etanol al 95%.
Empleando la misma mezcla de reacciôn también 
es posible determiner la transformaciôn enzimâtica de los 
sustratos, parando la reacciôn a tiempos distintos y deter 
minando la concentraciôn de glioxilato y propionil-CoA re- 
siduales por los métodos del clorhidrato de fenilhidracina 
y del DTNB, cuyos fundamentos se describen en las Seccio- 
nes III. 2.4.3.2. y III. 2.11.5., respectivamente.
III. 2.11.3. -hidroxiglutarato descarboxilasa
Esta enzima cataliza la descarboxilaciôn oxidati
va del d-hidroxiglutarato, segûn el siguiente esquema: 
L-d-hidroxiglutarato > semialdehido succinico + CO^
El ensayo para la determinaciôn de su actividad 
se realizô acoplando esta reacciôn a la oxidaciôn del semj^ 
aldehido succinico formado a partir de ^-hidroxiglutarato 
y analizando el incremento de absorbancia a 340 nm debido 
a la reducciôn de NAD ô NADP.
La soluciôn de ensayo contenia en 1 ml: 100 jiimol 
de tampôn fosfato sôdico-potâsico pH 8'0, O'I pmol de L- 
d-hidroxiglutarato y 0'14 pmol de NAD ô NADP. La cubeta 
r e f e renda carecia de NAD ô NADP; la reacciôn se iniciô 
por adiciôn a ambas cubetas de 50 jil de extractos bacteria 
nos ultracentrifugados una hora y media a 120.000 x g. El 
coeficiente de extinciôn correspondiente a ambas coenzimas 
es 6 '22 X  10^ M ^cm ^ .
III. 2.11.4. Semialdehido succinico deshidrogenasa (EC 
1.2.1.16.)
Esta enzima (semialdehido succinico;NAD(P )^oxido 
reductasa) cataliza la siguiente reacciôn:
Semialdehido succinico + N A D ( P ) ^  > Succinato + NAD(P)H + h "*"
El método seguido en su determinaciôn ha sido 
el descrito por Donnelly y Cooper (1981b) que se basa en 
seguir espectrofotométricamente el incremento de absorban­
cia a 340 nm, correspondiente a la reducciôn del NAD ô 
NADP. La soluciôn de ensayo contenia en 1 ml: 100 pmol de 
tampôn fosfato sôdico-potâsico pH B'O, O'I pmol de semial­
dehido succinico y 0'14 pmol de NAD ô NADP. La cubeta mues 
tra carecia de NAD ô NADP; la reacciôn se comienza por adi^ 
ciôn a ambas cubetas de 50 pl de extractos bacterianos ul­
tracentrif ugados una hora y media a 1 2 0 . 0 0 0  x g para elimi^ 
nar la actividad NADH-oxidasa. El coeficiente de extinciôn
para NADH ô NADPH en estas condiciones es 6 '22 x 10^ M ^ 
—  1cm
NAD y NADP fueron ensayados como cofactores por 
ignorarse si estâ implicada una deshidrogenasa dependiente 
de uno u otro coenzima; en el metabolismo de compuestos 
aromâticos y Y-aminobutirato se han descrito ambos tipos 
de deshidrogenasa en E. coli cepas B, C y W y ùnicamente 
la dependiente de NADP en E. coli K (Dover y Halpern,
1972 y 1974; Zaboura y Halpern, 1978; Donnelly y Cooper, 
1981a y b).
III. 2.11.5. Isocitrato liasa (EC 4.1.3.1.)
La isocitrato liasa (treo-D -Isocitrato glioxilas  ^ —
to-liasa) ha sido descrita (Smith y Gunsalus, 1954; Saz, 
1954; Olson, 1954; Wong y Ajl, 1955; Saz e Hillary, 1956; 
Wong y Ajl, 1957, Smith y Gunsalus, 1957; Kornberg y Mad­
sen, 1958; Kornberg y col., 1958; Rosenberg, 1962) como 
una enzima clave para el metabolismo de compuestos de dos 
âtomos de carbono, en bacterias, a través del ciclo del 
glioxilato (Ashworth y Kornberg, 1963, 1964; Kornberg,
1963, 1965, 1966a y b).
Esta enzima cataliza la reacciôn:
Isocitrato-------- > Glioxilato + Succinato
El ensayo de actividad de esta enzima se realizô 
por dos métodos distintos, ambos basados en el incremento 
de densidad ôptica a 324 nm consencuente con la formaciôn 
de glioxîlico-fenilhidrazona a partir de glioxilato produ- 
cido.
El primer método seguido fue, esencialmente, el 
descrito por Dixon y Kornberg (1959) con ligeras modifica- 
ciones. La cubeta muestra contiene en un volumen final de 
1 ml: 100 pmol de tampôn fosfato potâsico pH 6 '8 , 5 pmol
de MgCl 2 , 5 pmol de clorhidrato de fenilhidracina, 2 pmol
de clorhidrato de cisteina y 4 pmol de D-L-isocitrato. La
cubeta blanco no contenia sustrato. La reacciôn se comenzô
con la adiciôn de 50 pl de extractos bacterianos, o una
diluciôn de éstos en ambas cubetas. Después de un période
de incubaciôn de 1  minuto aproximadamente, el incremento
de absorbancia medido a 324 nm, con el tiempo, es lineal.
En estas condiciones, el coeficiente de extinciôn para la
4 - 1 - 1glioxilico-fenilhidrazona es 1'7 x 10 M cm
El segundo método empleado fue el de Cooper (Co- 
municaciôn personal), en el que la cubeta muestra contie­
ne, en 1 ml, 0'64 ml de soluciôn RIM compuesta por cantida 
des iguales. de MgCl 2  0'0125 M y tampôn imidazol 0'0625 M 
pH 6 '8 , 4 pmol de clorhidrato de f enilhidracina y 2 pmol 
de D-L-isocitrato. La cubeta referencia carecia de sustra­
to. La reacciôn se iniciô por adiciôn de 50 pl de extrac­
tos, o de una diluciôn adecuada de éstos en ambas cubetas. 
El coeficiente de extinciôn en estas condiciones es de 
14'2 X 10^ M ”^cm~^.
III. 2.11.6. Malato sintasa (EC 4.1.3.2.)
Esta enzima y la anterior completan el ciclo del 
glioxilato (Wong y Ajl, 1956, 1957; Reeves y Ajl, 1960;
Kornberg, 1965 y 1966a y b; Vanderwinkel y De Vlieghere,
1968).
La malato sintasa (L-malato glioxilato-liasa 
(CoA-acetilante)) cataliza la reacciôn:
Glioxilato + A c e t i l - C o A ---------> Malato + CoA
Entre los distintos métodos descritos para la 
determinaciôn de la actividad de esta enzima (Stadtman, 
1956; Ornston y Ornston, 1969; Reeves y Ajl, 1960; Wegener 
y col., 1968a) se eligiô el propuesto por Dixon y Kornberg 
(1959) por ser el mas comunmente utilizado en este tipo 
de determinaciones. El ensayo se fundamenta en la medida 
de la velocidad de descenso de densidad ôptica a 232 nm 
consecuente con la rotura del enlace tio-éster del acetil- 
CoA en presencia de glioxilato. La soluciôn de ensayo con­
tiene en 1 ml: 42 pmol de Tris-HCl pH 7'0, 5 pmol de
MgCl 2 , 0 ’080 pmol de acetil-CoA y 50 pl de extractos bac­
terianos, o diluciôn de éstos.
Para detectar la posible presencia de una ace 
til-CoA desacilasa, la mezcla de reacciôn se raantiene a 
30°C durante varies minutes hasta conseguir que la absor­
bancia se estabilice, comenzândose entonces la reac­
ciôn por adiciôn de 2'5 pmol de glioxilato sôdico en la 
cubeta muestra.
El coeficiente de extinciôn utilizado en la reac
ciôn es de 4'5 x 10^ M ^cm ^
III. 2.11.7.# -hidroxiglutarato liasa
Esta enzima ha sido descrita, por vez primera, 
en extractos de E. coli crecidos en propionato por Reeves 
y Ajl (1963). De su acciôn catalitica résulta la formaciôn 
de acetato y lactato empleando âcido o(-hidroxiglutârico 
como sustrato.
La reacciôn catalizada es: 
o(-hidroxiglutârato---------> Lactato + Acetato
El método seguido para la determinaciôn de la 
actividad d-hidroxiglutarato liasa ha sido el descrito por 
los autores anteriormente mencionados. La mezcla de reac­
ciôn contenia en un volumen final de 2  ml: 1 0 0  pmol de tam 
pôn Tris-HCl pH 7'5, 65 pmol de d-hidroxiglutarato sôdico 
y 0'5 ml de extractos bacterianos (aproximadamente 8  mg 
de proteina). Como contrôles fueron usadas soluciones de 
igual composiciôn a la anterior en las que fue omitido el 
sustrato o los extractos fueron hervidos previamente.
Las soluciones control y experimental fueron in-
cubadas dos horas a 30°C en atmosfera de . Posteriormen- 
te, fueron anadidos O'2 ml de HCIO^ al 10% para precipitar 
la proteina y el pH fue ajustado a 3'0-4'0 con KOH al 30%. 
Los sobrenadantes obtenidos por centrifugaciôn fueron uti­
lizados para determinar sus contenidos en lactato.
La concentraciôn en âcido lâctico fue determina- 
do por el Método de Quastel (1957). El procedimiento segui^ 
do consiste en ahadir 20, 40, 80 y 160 pl del tubo experi­
mental y 160 pl de cada control a distintos tubos conte- 
niendo, en O ' 5 ml: 50 pmol de tampôn fosfato pH 7'0,
2 ' 5 mg de TTZ, 4 pmol de NAD, 10 pl de LDH (2 UI) y 
1 '5 mg de proteina diaforasa.
Los tubos tapados fueron incubados a 30°C duran­
te 12 minutes. Pasado este tiempo se agregaron 2 ' 2 ml de 
etanol para detener la reacciôn, disolver el TTZ y precipi 
tar la proteina. Posteriormente, se procediô a centrifugar 
las muestras y a determinar su absorbancia a 490 nm. Las 
lecturas obtenidas fueron referidas a una curva patrôn de 
lactato preparado de idéntica manera.
III. 2.11.8. Propionil-CoA deshidrogenasa
La propionil-CoA deshidrogenasa cataliza la oxi­
daciôn del propionil-CoA para dar acrilil-CoA, segûn el
esquema siguiente:
Propionil-CoA---------> Acrilil-CoA + 2
Los ensayos de esta actividad deshidrogenasa se 
realizaron siguiendo distintos procedimientos y utiliza- 
ron, en la mayorîa de los casos, colorantes como aceptores 
de electrones.
III. 2.11.8.1. Método de Callely y Lloyd (1964)
Segûn este método la deshidrogenaciôn del propio 
nil-CoA puede seguirse por el descenso de absorbancia a 
600 nm simultâneamente a la reducciôn del 2 ,6 -diclorofe 
nol-indofenol (DCPIP).
La mezcla de reacciôn contenia en 1 ml: 10 umol
de tampôn Tris-HCl pH 1*0, 0'05 ml de 2, 6 -diclorofenol-in 
dofenol (0'05%), O'il pmol de propionil-CoA y cantidades 
adecuadas de extractos bacterianos. Los ensayos de reac­
ciôn se realizaron en presencia y ausencia de sustrato; 
en el primer caso, los extractos fueron anadidos después 
de 2-3 minutes de estabilizaciôn y en el segundo, en el 
tiempo 0. El descenso de la absorbancia a 600 nm fue medi­
do a temperatura ambiente trente a un control carente de 
DCPIP.
III. 2.11.8.2. Método de Callely y Lloyd modificado (1964)
El ensayo enzimâtico descrito anteriormente fue 
modificado con objeto de seguir continuamente la velocidad 
de reacciôn. En este caso, se utilizô un potente aceptor 
primario de los electrones, la fenacina metasulfato, que 
los cede no enzimâticamente al DCPIP (Beinert, 1962).
La mezcla de reacciôn contenia en 1 ml: 10 umol
de tampôn Tris-HCl pH 7'0, 0'05 ml de DCPIP, 0'2 mg de fe­
nacina metasulfato (PMS) recien preparada, extractos bac­
terianos en cantidades adecuadas y O'IO pmol de propio 
nil-CoA. El control trente al que se leyô carecia de sus­
trato y la reacciôn se comenzô con la adiciôn de los ex­
tractos .
El coeficiente de extinciôn para el DCPIP es de 
16'1 X  10^ M"^cm“^.
III. 2.11.8.3. Ensayo enzimâtico de NAD ô NADP
En este ensayo, los aceptores coloreados de elec 
trônes utilizados en los métodos anteriores (DCPIP, azul 
metileno, PMS, TTZ) fueron sustituidos por NAD ô NADP.
La soluciôn de ensayo contenia en 1 ml: 10 pmol
de tampôn fosfato pH l'O, 0'20 pmol de NAD ô NADP, 
O'IO pmol de propionil-CoA y cantidades adecuadas de ex­
tractos bacterianos. Para evitar la acciôn de las NADH-oxi 
dasas, o bien se ultracentrifugaron los extractos o bien 
se inhibiô su acciôn adicionando 1 0 0  pmol de cianuro potâ­
sico (KCN) a la mezcla de reacciôn. La reacciôn se siguiô 
midiendo la apariciôn de NADH a 340 nm trente a un blanco 
carente de propionil-CoA. El coeficiente de extinciôn em­
pleado fue 6 '22 X  10^ M ^cm ^ .
III. 2.11.8.4. Ensayos de determinaciôn del producto for­
mado por cromatografla lîguido-lîguido
La mezcla de reacciôn contenia en 5 ml: 50 pmol
de tampôn Tris-HCl ô fosfato potâsico pH 7'0, 0'50 pmol
de propionil-CoA, 200 pl de extractos bacterianos (corres- 
pondientes aproximadamente a O ' 8  m g ) .
A diferentes intervalos de tiempo, se tomaron 
alicuotas de 0 '5 ml, desproteinizândose por los procedi­
mientos anteriormente descritos (Secciôn III. 2.13.2.2.) 
y centrifugândose a 13.000 x g. El sobrenadante fue ultra- 
centrifugado por membrana de Millipore e inyectândose can­
tidades alicuotas (20 pl) al cromatôgrafo de HPLC. Se pre- 
pararon distintos blancos que carecian de propionil-CoA 
o extractos celulares y que se trataron de la misma manera
que la mezcla de reacciôn estândar.
III. 2.11.9. Acrilil-CoA hidratasa (EC 4.2.1.54.)
La enzima cataliza la reacciôn:
Acrilil-CoA + H ^ O ---------> Lactil-CoA
El método seguido para el ensayo de su actividad 
enzimâtica fue el descrito por Baldwin y Wood (1964). La 
actividad se determinô espectrofotométricamente con acri 
lil-CoA como sustrato. La velocidad de formaciôn del lac 
til-CoA se analizô de manera continua por conversiôn de 
este producto en lactato libre en presencia de acetato y 
CoA transferasa. Posteriormente, el lactato fue oxidado 
con NAD en presencia de lactato deshidrogenasa de musculo 
y el sistema diaforasa, empleando como colorante azul de 
p-nitrotetrazolium (BNT). La reducciôn del BNT fue seguida 
a 550 nm.
La soluciôn de ensayo contenia en un volumen de 
1 ml: 60 pmol de tampôn Tris-HCl pH 8'0, 60 pg de BNT,
4 ' 5 pmol de NAD, O ' 3 pmol de acrilil-CoA, 1 ' 5 unidades de 
LDH de musculo, 3 unidades de diaforasa, 3 unidades de 
CoA-transferasa y cantidades adecuadas de extractos bacte­
rianos. La soluciôn se preincuba en ausencia de acrilil-
CoA durante varios minutos, hasta que descienda la reduc­
ciôn endôgena del colorante. Las lecturas se efectuaron 
trente a blancos carentes de sustrato, extractos enzimati- 
cos, NAD Ô LDH.
En el método de ensayo de actividad las enzimas 
CoA-transferasa (acetil-CoA:propionato CoA - transferasa,
EC 2. 8 .3.1.) y diaforasa (NADH :(aceptor) oxido-reductasa) 
pueden ser sustituidas por extractos crudos, calentados 
10 minutos a 55°C, de Megasphaera elsdenii. Este organisme 
contiene estas dos enzimas y también la acrilil-CoA hidra­
tasa, pero esta ultima es termolâbil, destruyéndose con 
las condiciones de calentamiento anteriormente indicadas 
(Baldwin y col., 1965).
III. 2.11.10. L(-)Lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27.)
El ensayo seguido ha sido descrito por Bergmeyer 
y Bernt (1974).
La L-lactato:NAD-oxidoreductasa cataliza la 
transformaciôn:
L-lactato + NAD"*"---------> Piruvato + NADH + H^
La velocidad de reacciôn fue seguida midiendo
la disrainuciôn de la absorbancia a 340 nm asociada con la 
oxidaciôn del NADH (£= 6 '22 x 10^ M ^cm ^).
La cubeta de ensayo contenia en 1 ml: 0'20 pmol
de NADH, 2 pmol de piruvato sôdico y 30 pmol de tampôn 
Tris-HCl pH 7'5. La cubeta blanco no contenia piruvato. 
La reacciôn se iniciô por adiciôn, en ambas cubetas, de 
50 pl de extracto enzimâtico o de una diluciôn del mismo.
III. 2.11.11. Fosfoenolpiruvato sintetasa (EC 2.7.9.2.)
La fosfoenolpiruvato sintetasa convierte directa 
mente el piruvato en PEP en una reacciôn, dependiente de 
ATP, que se distingue por sus productos (PEP, AMP y P^ ) 
de aquella catalizada por la piruvato quinasa (Cooper y 
Kornberg, 1967 y 1968).
La reacciôn implica una fosforilaciôn reversible
2 +de la enzima y se lleva a cabo, en presencia de Mg ,segûn 
el siguiente esquema:
E + A T P ---------> E-fosfato + AMP + Fosfato^
E-fosfato + P i r u v a t o ---------> E + Fosfoenolpiruvato
_ _
ATP + P i r u v a t o  > Fosfoenolpiruvato + AMP + Fosfato^
El método seguido para la determinaciôn de la 
actividad fosfoenolpiruvato sintetasa fue uno de los des­
critos por Cooper y Kornberg (1968), basado en la medida 
de la velocidad de transformaciôn dependiente de ATP del 
piruvato. La determinaciôn de la concentraciôn de piruvato 
se realizô por el Método de Friedemann y Haugen (1943).
En el ensayo de actividad enzimâtica la soluciôn 
de reacciôn contiene en 1 ml: 100 pmol de tampôn Tris-HCl 
pH 8 '4, 10 pmol de MgClg, 10 pmol de ATP pH 6 '8 , l'50 pmol 
de piruvato sôdico. El ATP fue omitido del tubo control. 
Los tubos fueron equilibrados a 30°C y la reacciôn se ini­
ciô por adiciôn de 50 pl de extractos bacterianos o una 
diluciôn adecuada de éstos. Posteriormente, se tomaron ali. 
cuotas (O'I ml) a distintos tiempos de incubaciôn (0, 5,
10 y 15 minutos) y fueron anadidas a tubos de ensayo que 
contenian 0'9 ml de agua y 0'33 ml de soluciôn de DNPH al 
0'1% (en HCl 2 N ) . Después de 10 minutos a 30°C se ana- 
dieron l'67 ml de NaOH al 10%, midiéndose la absorbancia 
de todos los tubos pasados 10 minutos a 445 nm frente a 
un blanco que carece de los O'I ml de la soluciôn de reac­
ciôn. Las lecturas fueron referidas a una curva patrôn de 
piruvato, realizada en idénticas condiciones en la que 
6  unidades de absorbancia correponden a 1  pmol de piruva­
to .
El extracto enzimâtico para la determinaciôn de
la actividad PEP sintetasa se mantuvo a temperatura ambien
te dado que la enzima se inactive a bajas temperatures.
III. 2.11.12. Fosfoenolpiruvato carboxilasa (EC 4.1.1.31.)
La fosfoenolpiruvato carboxilasa (ortofosfato: 
oxalacetato carboxi-liasa (fosforilante)) cataliza la car- 
boxilaciôn del PEP resultando la formaciôn de oxalacetato:
Fosfoenolpiruvato + CO 2 -------- > Oxalacetato + Fosfato^
La actividad de esta enzima se ensaya por acopla
miento de un sistema en el cual el oxalacetato formado es
reducido a malato por el NADH en presencia de malato deshi 
drogenasa (Cânovas y Kornberg, 1968; Maeba y Sanwal, 1968; 
Quayle, 1968). La velocidad de oxidaciôn del NADH es medi­
da espectrofotométricamente por el descenso de la absorban 
cia a 340 nm. En resumen, el sistema de reacciôn es:
Fosfoenolpiruvato + CO 2 -------- > Oxalacetato + Fosfato^
Oxalacetato + NADH + H ^ ------- > Malato + NAD^
Fosfoenolpiruvato + 00^+ NADH + H ^  > Malato + Fosfato^t NAD^
El método de ensayo utilizado fue el descrito
por Maeba y Sanwal (1968) para S. typhimurium LT2. La solu 
ciôn de ensayo contenia en un volumen final de 1  ml: 
70 pmol de tampôn Tris-HCl pH 9'0, 10 pmol de MgCl 2  ,
10 pmol de NaHCO^ (recien preparado), 4 pmol de PEP sôdico 
y 15 pg de malato deshidrogenasa. La reacciôn se realizô 
a 30°C y se iniciô por adiciôn de 50 pl de extractos bacte 
rianos, o diluciôn de éstos.
La desapariciôn del NADH en la cubeta experimen­
tal se midiô frente a un blanco carente de PEP.
El coeficiente de extinciôn utilizado fue 6 '22
3 -1 - 1
X  10 M cm
III. 2.11.13. Determinaciôn de la formaciôn de piruvato 
a partir de propionil-CoA
La determinaciôn de formaciôn de piruvato como 
primer ceto-âcido producido en la degradaciôn del propio 
nil-CoA por extractos de células crecidas en propionato 
se llevô a cabo segûn han descrito Hodgson y McGarry 
(1968b). El método utiliza como reactivo la fenilhidraci­
na, con el mismo fundamento con el que ésta es usada para 
medir la formaciôn del glioxilato a partir de isocitrato 
en el ensayo de la isocitrato liasa (Dixon y Kornberg, 
1959).
La soluciôn de reacciôn contenia en 1 ml: 
30 jiimol de tampôn Tris-HCl pH 7 ' 4, 3 jumol de clorhidrato 
de fenilhidracina y G'1-0'2 ml de extractos bacterianos 
(O'5-l'O mg de proteina). Los distintos ensayos se realize 
ron ahadiendo a esta mezcla cantidades variables de propio 
nil-CoA (0, 0'5, 1, 1'5 umol) y de NAD^ (0 ô 2 mg) y mi­
diendo el incremento de absorbancia producido por la forma 
ciôn de piruvato-fenilhidrazona a 324 nm.
III. 2.11.14. Unidades de actividad enzimâtica
Una unidad internacional corresponde a 1 pmol 
de producto formado o sustrato transformado por minuto 
(U) .
La actividad especifica se expresa en unidades 
internacionales por mg de proteina (U/mg proteina).
III. 2.12. Determinaciôn de la proteina
El contenido de proteina existente en los diver- 
sos extractos enzimâticos utilizados se determinô por me­
dio de la reacciôn del Biuret o espectrofotométricamente.
En el método del Biuret (Bergmeyer, 19 74) las 
lecturas obtenidas eran referidas a una curva estândar pre
parada con albûmina cristalina de suero bovino.
Espectrofotométricamente se determinô la protei­
na por el Método de Warburg y Christian, tal como describe 
Layne (1957), en el cual las lecturas de absorciôn del ex­
tracto a 2 8 0  y 260 nm nos permiten calcular la concentra­
ciôn de proteina en él, aplicando la siguiente ecuaciôn:
l'55 X  A b ^ g Q  - 0'76 x A b g g ^  = (Proteina) mg/ml
III. 2.13. Técnicas cromatograficas
III. 2.13.1. Cromatografîa en columna
Se realizaron cromatografîas de filtraciôn en 
gel e intercambio iônico segûn se describe a continuaciôn.
III. 2.13.1.1. Cromatografia de filtraciôn en gel
A los extractos celulares, obtenidos segûn el 
apartado III. 2.8., se les agregaron 16 ml de tampôn Tris- 
HCl O'I M pH 7'0. A continuaciôn se anadiô, lentamente y 
con agitaciôn, (NH^jgSO^ sôlido finamente pulverizado, a 
0°C. La fracciôn proteica que precipitô entre 0-50% en 
(NH4 )2 S0 4 , y que contenia la mayor parte de actividad pro 
pionil-CoA deshidrogenasa se redisolviô en 2 ml del tampôn
mencionado y se aplicô a una columna (40 x 2'6 cm) de fil­
traciôn en gel (Sephacryl S 200), previamente equilibrada 
con tampôn Tris-HCl O'I M pH 7'0. Las proteinas se eluye- 
ron con el tampôn anteriormente indicado manteniendo un 
flujo constante de 24 ml/h y recogiéndose fracciones de 
3'0 ml.
III. 2.13.1.2. Cromatografîa de intercambio iônico
Los extractos celulares, tratados térmicamente 
(5 minutos a 50°C), de aproximadamente O '5 g de peso hûme- 
do en células, fueron aplicados a una columna cromatograf! 
ca (12 X 2'5 cm) de intercambio iônico (DEAE Sephacel) pre 
viamente equilibrada con tampôn Tris-HCl 0'05 M pH 7'0. 
En estas condiciones la actividad propionil-CoA deshidroge 
nasa permanecîa en la columna. Su eluciôn se realizô por 
medio de un gradiente continue de NaCl (O'0-1'O M) disuel­
to en 120 ml de tampôn Tris-HCl 0'05 M pH 1*0, manteniendo 
un flujo constante de 12'5 ml/h y recogiéndose fracciones 
de 2 '5 m l .
III. 2.13.2. Cromatografîa lîquido-lîquido (HPLC)
Las determinaciones de acrilil-CoA, acetil-CoA, 
propionil-CoA y CoA-SH se realizaron en un cromatôgrafo 
lîquido-lîquido compuesto de: una bomba de flujo constante
(Constametric II G, Laboratory Data Control, Riviera 
Beach, FL, USA), con filtro de 254 nm y fijando las uni­
dades de absorbancia de escala total (AUFS) a O'02; colum­
na de fase reversa de 10 x 1 cm (pBONDAPAK C 18) con un 
tamano de particule de 1 0  jim, precolumna de acero ( 1 0  x 
2 mm) rellena de pBONDAPAK C 18 y manteniendo un flujo de 
1 ml/min y una presiôn del sistema entre 340-350 psi; in- 
yector (Rheodyne) y registrador (Linear) con expansor de 
escalada incorporado.
La cantidad inyectada en cada eluciôn fue de
2 0  pl.
El eluyente se preparô inmediatamente antes de 
utilizarse mezclando tampôn fosfato potâsico 0'22 M 
pH 3'0, metanol y 0'05% de tiodiglicol, ajustando el pH 
a 4'0, filtrando a través de un filtro Millipore tipo HA 
(O'45 pm) y desgasificândo con agitaciôn durante 15 minu­
tos .
III. 2.13.2.1. Curvas patrôn de CoA y acilos de CoA
Los patrones de CoA y acilos de CoA, preparados 
segûn el método ya indicado, fueron utilizados a distintas 
concentraciones. Analizadas las respuestas con los datos 
obtenidos al inyectar 2 0  pl de estos compuestos y dilucio-
nés de los mismos en el cromatôgrafo, se obtuvo una relac- 
ciôn lineal entre la cantidad inyectada y la altura del 
pico producido. El limite de detecciôn fue de 10 picomo- 
les.
III. 2.13.2.2. Preparaciôn de la muestra del ensayo enzi­
mâtico para HPLC
En la mezcla de reacciôn del ensayo enzimâtico 
se procediô a eliminar la proteina soluble por medio de 
dos métodos:
a)- Precipitaciôn con metanol al 20% y posterior filtra­
ciôn a través de filtres Millipore de 0'45 pm.
b )- Precipitaciôn en perclôrico al 6 %, y centrifugaciôn 
en una centrifuga Eppendorf durante 4 minutos. Poste­
riormente el pH del sobrenadante se ajusta a 6'0 con 
KOH. El precipitado de perclorato potâsico se sépara 
también por centrifugaciôn y el sobrenadante, filtrado 
a través de membrana Millipore, se inyecta en el cromato 
grafo liquide (Ingebretsen y Farstad, 1980).
III. 2.13.2.3. Obtenciôn de compuestos intermediarios para 
su anâlisis por HPLC
El método seguido fue esencialmente el de Bagna- 
ra y Finch, modificado por Long (1973). Aproximadamente, 
70 mg de células de peso seco se resuspenden en 1'5 ml de 
HCIO 4  1'2 M a 0°C. La suspension se agita en agitador rota 
torio y se mantiene en reposo durante 15 minutos a 0°C, 
centrifugândose posteriormente a 30.000 x g durante 10 mi­
nutos a 4°C. El sobrenadante se neutralize con una mezcla 
de KOH l'08 M y HKCO^ 0'24 M. El precipitado de perclorato 
potâsico se sépara por centrifugaciôn a 30.000 x g a 4°C 
durante 1 0  minutos y el sobrenadante se filtra a través 
de un filtro Millipore tipo HA (O'45 p m ) , desgasificândose 
a continuaciôn. Posteriormente, se inyectan 20 pl del fil­
trado en el cromatôgrafo lîquido-lîquido.
III. 2.14. Experimentos de transferencia episomal
Como prueba previa a la transferencia episomal 
se realizô un cultivo en plaças con medio M-63 y propiona­
to, como fuente de carbono, de los distintos F ' de E . co­
li , sembrândolos en lîneas horizontales. Sobre ellas per- 
pendicularmente se siembran los distintos mutantes defect_i 
vos en la ruta del propionato que ùnicamente no eran capa- 
ces de crecer en este compuesto y de los que fâcilmente
se obtienen revertientes incubândose las plaças durante 
72 horas a 37°C. Aquellos lugares de intersecciôn entre 
F' y mutante prp en los que se observé crecimiento se 
eligieron para realizar con ellos el experimento de trans­
ferencia. En la Tabla II aparecen las distintas cepas F' 
de E. coli utilizadas.
Una vez seleccionados los mutantes prp y las 
cepas F ' se intenté la transferencia episomal propiamente 
dicha, segûn el procedimiento descrito por Miller (1972). 
Para ello se cultivan aerôbicamente, y por separado, el 
mutante y la cepa F' en 2 ml de agar nutriente. Cuando am­
bos alcanzan la fase logaritmica se incuban juntos 
(O'5 ml de cada uno) durante una hora a 37°C sin agita­
ciôn. De este ultimo cultivo se hacen diluciones sucesivas 
y de cada una de ellas se toman O'I ml que se esparcen con 
un triângulo de vidrio por la superficie de plaças de 
M-63 con propionato. Como contrôles se usan dos plaças 
idénticas a la anterior en las que se siembran el mutante 
en una y la cepa F ' en la otra. Las plaças se incuban a 
37°C durante 48 horas.
TABLA II. Colecciôn de cepas F' usadas en el experimento de transferencia episomal.
EPISOMA
REFERENCIACEPA




Origen de la Intervalo de - 
longitud apro- 
ximada en minu 
tes.
replicaciôn.
Hirota y col. 1977F 506/JE 5519 506 31-37
G. Novel 1970F 500/GM 57 24 500
ORF 4/KL 2 51 254 6'9-14'2 Berg y Curtiss 1967
)urE
F 152/KL 253 152 12-16'7 K. B. Low 1972
DFFl/JC 1553 Fraenkel y Banerjee 197440'6-44'5fOtF
KL F 43/KL 259 143 56-61'5ir<« K. B. Low 1972
KLF 42/KL 253 50'5-56'2 K. B. Low 1972
supN
ltdKLF 41/JC 1553 141 75-66'5 K. B. Low 1972■ e t c
irifi
h |6.mil mtlCMAF 1/JC 1553 140 81'3-66'5 K. B. Low 1972
KLF 29/JC 1553 129 44-51
S u p N
128E 5014 E. Singer 1971
pr o B
KLF 4/AB 2463 104 7-98 K. B. Low 1972
ifgE
p»f£ mil SKLF 11/JC 1553 111 91-81
KLF 12/JC 1553 112 98-88'3 K. B. Low 1972
nitCKLF 16/KL 110 K. B. Low 197266-59
KLF 17/KL 132 K. B. Low 1972
gilU K. B. Low 1972KLF 23/KL 181 123 27-32
K. B. Low 197216-32126KLF 26/KL 181
88'5-84 K. B. Low 1972KLF 33/JC 1553
IV. RESULTADOS Y DISCUSION
IV. RESULTADOS Y DISCUSION
IV. 1. Propiedades de crecimiento de Salmonella typhimu- 
rium LT2
IV. 1.1. Crecimiento en medio solido
La capacidad de Salmonella typhimurium (Tabla 
III), en comparacion con la de las cepas ^^289  ^ ^ ^
de E . coli, para utilizar distintos sustratos como unica 
fuente de carbono y energia, se estudio inicialmente. El 
crecimiento de Salmonella sobre la mayoria de ellos ha si­
de describe previamente per Gutnick y col. (1969). El o<- 
hidroxiglutarato se ensaya en el presente trabajo per su 
posible relacion con la ruta catabolica del propionate.
El fenotipo de las tres cepas ensayadas coincide 
con el describe en el Manual Bergey (1984). Se puede obser 
var que la utilizacion de propionate como fuente de carbo­
no es diferente en las dos cepas de E. coli: mientras que
en la cepa X^gg el crecimiento es muy pobre, el crecimiento 
de la B es relativamente bueno y similar al de Salmonella.
TABLA III. Crecimiento de Salmonella typhimurium LT2 y Escherichia coli cepas B y  ^ 2  )
en medio sôlido suplementado con distintas fuentes de carbono y energia
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*Las fuentes de carbono fueron anadidas a concentraciôn estândar "60 C". Las condiciones fueron
descritas en la secciôn III. 2.5.1 •
El signo negative corresponde a no crecimiento; los positives, crecimiento a las 24 horas (++)
y a las 72 horas (+); la ausencia de signo a comprobaciôn no realizada.
La ausencia de crecimiento en «-hidroxiglutarato 
(segûn algunos autores posiblemente implicado en la ruta 
del propionato (Reeves y Ajl, 1960; Reeves y col., 1963; 
Megraw y col., 1965a y b ; Kay, 1972; Richards y Lloyd, 
1966; Rabin y col., 1965; Wegener, Reeves y Ajl, 1968a y 
b ; Wegener y col., 1968b)) pudiera ser debido a la no im- 
plicaciôn de este compuesto en la ruta degradativa 6  a la 
ausencia de un sistema de transporte a través de membrana 
para el mismo.
IV. 1.2. Crecimiento de Salmonella typhimurium LT2 en me­
dio lîquido
Para establecer las condiciones de cultivo mas 
favorables, que posteriormente fueron utilizadas en nues- 
tro trabajo de investigaciôn, se realizaron pruebas de cre 
cimiento en medio lîquido empleando como fuente de carbono 
propionato 20 mM y como medios mînimos M-63 y el descrito 
por Reeves y Ajl. Asimismo, se utilizaron medios suplemen- 
tados con distintos caldos nutritivos completos (NB, LB, 
Y) en cantidades adecuadas para que ûnicamente favorezcan 
el inicio del crecimiento.
IV. 1.2.1. Crecimiento en medios mînimos
Los resultados de crecimiento en medios mînimos
aparecen en las Figuras 3 y 4, en las que se puede apre- 
ciar que la velocidad de crecimiento cuando el medio em- 
pleado es el M-63 es mucho mas lenta que en el medio de 
Reeves y Ajl.
En la Figura 3 se observa que cuando el propiona 
to sirve como fuente de carbono en medio M-63, la cepa B 
de E . coli y S. typhimurium crecen relativamente bien, aun 
que precisan un largo periodo de adaptaciôn (18-20 horas) 
hasta alcanzar el comienzo de la fase logaritmica; sin em­
bargo, E. coli K ^ 2  cepa Xggg, como se habîa observado en 
medio sôlido, utiliza dicho sustrato lentamente.
En la Figura 4 se observa que la velocidad de 
crecimiento sobre propionato en medio de Reeves y Ajl es 
muy râpida, e icluso cepas que no crecen apenas sobre pro­
pionato (%2 gg) alcanzan niveles altos de crecimiento en 
relativamente poco tiempo. Esto puede ser debido al alto 
porcentaje de extracto de levadura (Y) que lleva en su corn 
posiciôn el medio de crecimiento suficiente para no consi- 
derarle medio mînimo, contrariamente a lo que indican es­
tes autores. Por ello se realizô una comprobaciôn de creci^ 
miento de S. typhimurium en medio de Reeves y Ajl, pero 
sin suplementar con fuente de carbono. En la Figura 5 se 
puede observar que en estas condiciones, el crecimiento 






F I G U R A  3- Crecimiento de Salmonella typhimurium LT2 ( - • - ) ,  Es­
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FIGURA 4. Crecimiento de Salmonella typhimurium LT2 (- • -), 
Escherichia coli cepa B (-A-) y cepa ^289 ® ^n medio



















































que puede indicar que, dada la disponibilidad de los nu- 
trientes en el medio de cultivo, las células utilizarân
preferentemente los extractos de levadura. Por lo tanto, 
este medio fue deshechado.
IV. 1.2.2. Crecimiento sobre medio M-63 suplementado con 
distintos caldos nutritivos
Con objeto de disminuir la excesiva duraciôn
del periodo de adaptaciôn o "lag" (tiempo requerido para
obtener un incremento de Ab de 0-1 a 10 unidades680 nm
Klett (12'5 unidades Klett se corresponden con un incremen 
to de densidad ôptica a 680 nm de O'I), Kolodziej y col.
(19 6 8 )) y una vez adoptado como medio mînimo el M-63 se 
procediô a elegir un suplemento de caldo nutritive que fa- 
voreciera el inicio del crecimiento. En todos los ensa- 
yos, se comprobô que las cantidades anadidas servîan para 
alcanzar, como mâximo, una absorbancia a 680 nm de 0'08- 
O'I.
Los suplementos utilizados fueron los medios corn 
pletos LB, NB ô Y al l'5%, anadiéndose 1 ml de esta solu- 
ciôn a matraces de 100 ml de M-63 y propionato 20 mM.
Las cepas ensayadas fueron S. typhimurium LT2 
y E. coli cepas B y (X^gg)•
Los resultados correspondientes se muestran en 
las Figuras 6 , 7 y 8 . En ellas se puede apreciar fâcilmen-
te que en todos los casos ensayados el periodo de adapta­
ciôn es mas corto en presencia de Y. A partir de entonces 
se ha utilizado Y como suplemento en los posteriores ensa- 
yos de crecimiento de Salmonella sobre propionato, a una 
concentraciôn final de 0'015%; esta soluciôn ûnicamente 
permite que el crecimiento alcance el inicio de la fase 
logaritmica, acortando el "lag" de 18-20 horas a solamente 
3 horas (Figura 9).
IV. 1.3. Propiedades de crecimiento de S. typhimurium LT2 
en distintas fuentes de carbono: calcule de los tiempos
de generaci.ôn
Aunque se habla ensayado el crecimiento en medio 
sôlido suplementado con distintas fuentes de carbono, este 
método sôlo permite apreciar la presencia o ausencia de 
crecimiento después de un periodo de tiempo relativamente 
largo. Sin embargo, el crecimiento de una poblaciôn micro- 
biana en medio lîquido, puede ser considerado como un pro- 
ceso que bajo condiciones determinadas se realiza a una 
velocidad exponencial de caracterîsticas definidas y medi- 
bles. Por lo tanto, durante el crecimiento exponencial 
( seguido a intervalos pequenos de tiempo) el tiempo de 










































































































































































































































































En la Tabla IV se muestran los tiempos de genera 
cion del crecimiento en medio lîquido utilizando como fuen 
tes de carbono distintos sustratos en concentraciôn estân­
dar "60 C " . Cantidades alicuotas de un cultivo de S . ty­
phimurium LT2 en medio rico se resuspendieron hasta una 
absorbancia a 680 nm de O'I, en matraces conteniendo 
100 ml de M-63 y el sustrato deseado; se incubaron en con­
diciones estândar, siguiéndose el crecimiento cada 2  ho­
ras. La representaciôn en escala semilogarîtmica de la 
^^680nm funciôn del tiempo, nos permitiô calculer t en 
cada caso.
Como se puede observar en dicha Tabla, los com- 
puestos de 3 âtomos de carbono son utilizados a distintas 
velocidades por S. typhimurium, siendo los tiempos de gene 
raciôn para piruvato y lactato mucho menores que el encon- 
trado para el propionato. Este hecho, sin duda, es debido 
a que en el caso de los dos primeros las enzimas implica- 
das en su metabolismo pertenecen a la ruta de Embden-Meyer 
hoff y son constitutives, mientras para el propionato es 
preciso inducir las enzimas de su degradaciôn. Por otra 
parte, aunque estos compuestos poseen una energîa poten- 
cialmente équivalente, la ruta empleada para el propionato 
pudiera proporcionar netamente niveles menores de energîa 
por implicar pesos de activaciôn del compuesto en que esta 
se consume.
TABLA IV. Tiempos de generaciôn de Salmonella typhimu- 
rium LT2 en medio de cultivo lîquido con diferentes fuen­
tes de Carbono y Energîa
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Es interesante destacar que el tiempo de genera­
ciôn correspondiente al propionato es 1  hora y 2 0  minutes 
mayor que el del acetato. Smith y Kornberg (1967) descri- 
ben tiempos de generaciôn muy similares para estos cornpues 
tos den Micrococcus denitrificans. Asimismo Wegener y col. 
(1968b) en E. coli E-26 y Kay (1972) en mutantes prp^ de 
E. coli K ^ 2  y encuentran valores similares
en dichos tiempos de generaciôn. Estos investigadores, ba- 
sados en estudios metabôlicos, han propuesto una interre- 
laciôn entre las rutas degradativas de propionato y de 
acetato en estas especies microbianas, hipôtesis que no 
parece ser valida en S. typhimurium dada la diferencia en- 
contrada en la velocidad de crecimiento sobre ambos com­
puestos .
IV. 2. Estudio de la incorporaciôn de CO  ^ en el crecimien­
to sobre propionato
En algunos organismos se ha comprobado que la 
adaptaciôn y el crecimiento en propionato parecen estar 
regulados por la velocidad de formaciôn de âcidos a par 
tir del propionato (Wegener, Reeves y Ajl, 1968a). Existen 
dos posibles vias por las que el succinato puede formarse 
directamente a partir del propionato; una de ellas implica 
la ruta del o(-hidroxiglutarato, la otra implica reacciones 
de carboxilaciôn. Segûn esta ultima, el succinato puede
formarse por carboxilaciôn de propionil-CoA o por carboxi­
laciôn de algûn metabolite derivado del propionato, tal 
como el piruvato o el fosfoenolpiruvato.
Como se ha indicado, la ruta que tiene como enzi^ 
ma cabecera a la propionil-CoA carboxilasa es la priorita- 
ria para el metabolismo del propionato en organismos supe- 
riores y en algunos microorganismos. La carboxilaciôn del 
propionil-CoA es dependiente de biotina, y la posterior 
isomerizaciôn de metil-malonil-CoA a succinil-CoA requiere 
como coenziraa vitamina Estos aspectos han sido exten-
sivamente estudiados por Kaziro y Ochoa (1964) en organis­
mos eucariotas y por Wegener y col. (1968b) en procario- 
tas.
Para conocer la importancia que esta ruta de car 
boxilaciôn tenia en el catabolisme del propionato en 
S. typhimurium LT2 se analizaron por una parte la duraciôn 
del "lag" y por otra el tiempo de generaciôn t, ambos en 
presencia y ausencia de vitamina B^^ y/° NaHCO^ a distin­
tas concentraciones de sustrato.
IV. 2.1. Efecto de la ruta de carboxilaciôn sobre el tiem­
po de adaptaciôn ("lag") del crecimiento en propionato
Se realizaron precultivos de LT2 en medio comple
to (LB). Alicuotas (aproximadamente de O'2 ml) de este cul 
tivo se anadieron a matraces que contenian medio M-63 y 
20 mM Ô 5 mM de propionato; estos matraces fueron suplemen 
tados con vitamina B^^ (0'5 mg/ml) y/o NaHCO^ (5 m M ) .
Los resultados aparecen en la Tabla V, donde, 
para altas concentraciones de propionato (20 mM), no se
observa una reduccion apreciable del "lag" que se mantiene 
entre 18-19 horas cuando en el medio de cultivo estan pré­
sentes los cofactores. Estos datos no concuerdan con los 
obtenidos por Kolodziej y col. (1968) en E. coli E-26, en 
los que tanto la vitamina B^^ como el NaHCO^ reducen sens^ 
blemente el tiempo de adaptaciôn, resultando, incluso, el 
efecto de ambos aditivo. Por ello, en Salmonella no se pue 
de afirmar que la ruta de carboxilaciôn es operative en 
el proceso de adaptaciôn, tal como se propone para E. coli 
E-26.
Por otra parte, en E. coli W, y en mutantes de
esta cepa déficientes en isocitrato liasa (Wegener y col., 
1968b), se ha encontrado que la concentraciôn de sustrato 
en el medio de cultivo influye de forma decisiva sobre la 
ruta por la cual dicho compuesto es metabolizado. Wegener 
y col. proponen que a altas concentraciones de propionato 
(20 m M ) , este es oxidado a acetato, siendo en estas condi­
ciones significativamente importante el ciclo del âcido
TABLA V . Efecto del HCO^ y/o vitamina B^^ en la adaptaciôn
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Salmonella fue crecida en medio M-63 con propionato en las
concentraciones indicadas y suplementado con 0*5 yug/ml de 
B ^ 2  y 5 mM de NaHCO^• El lag fue considerado como el tiem­
po requerido para obtener un incremento de absorbancia de 
680 nm de 0-1 a 10 unidades Klett.
*Las cifras expresadas son la media aritmética de tres de- 
terminaciones.
glioxilico, y a bajas concentraciones (5 mM) la ruta proce
de via carboxilaciôn a succinato.
Como se puede observar (Tabla V) en Salmonella, 
a concentraciôn 5 mM, los "lag" no presentan una variaciôn 
significativa en ausencia o presencia de y/o NaHCO^ ,
manteniendose como en el caso anterior en 19-20 horas.
IV. 2.2. Efecto de la ruta de carboxilaciôn en el tiempo 
de generaciôn t
El crecimiento de S. typhimurium en medio lîqui­
do fue seguido calculândose los tiempos de generaciôn cuan 
do la bacteria utiliza propionato 20 mM y 5 mM, suplementa 
do con B ^ 2  y/o KHCOg en cantidades anteriormente descritas 
(Figuras 10 y 11).
En la Tabla VI se puede apreciar que el tiempo 
de generaciôn del crecimiento en propionato 20 mM un valor 
de t = 4 horas 30 minutos, es similar al tiempo de genera­
ciôn cuando este compuesto se suplementa con B y/o
KHCOj.
Asimismo en la Figura 11, se observan que para 
propionato 5 mM el valor de t = 4 horas 30 minutos es prac- 
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TABLA V I . Efecto del HCO^ y/o vitamina el tiempo
de generaciôn sobre propionato de Salmonella typhimurium 
LT2 .
1 ■ ■ ■
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4 h. 30' 1
1
1
I Vitamina B^^ 5 h. 30' 4 h. 30' 1 
1
1 n
1 NaHCOj 6  h. 0 0 '
1
4 h. 30' i
1
1
! Vit. B ^ 2  + NaHCOj 5 h. 30'
1
4 h. 30' !
1
Células de Salmonella typhimurium LT2 fueron crecidas en 
propionato durant^ toda la noche, resuspendidas, previa 
centrifugaciôn, para alcanzar una absorbancia de O'I en 
cada matraz que contiene propionato 20 mM 6  5 mM,
^12 (O'5 mg/ml) y/o HCO^ (5 m M ) .
*Las cifras expresadas son la media aritmética de tres de- 
terminaciones.
(Figura 10), pero en este caso debido a la baja concentra-
ciôn de sustrato empleada el crecimiento finaliza mucho
antes.
En consecuencia, no se ha encontrado en Salmone­
lla que la cianocobalamina ejerza ninguna acciôn sobre el 
crecimiento celular, sin embargo en Ochromonas malhamensis 
protozoo flagelado, esta vitamina afecta ligeramente el 
crecimiento en glucosa, formiato y acetato y eleva 1 0 0  ve- 
ces el crecimiento en propionato. En el primer caso, se 
ha deducido que la vitamina esta implicada en reaccio-
nes de biosintesis de proteinas, a nivel de sintesis de 
valina, fenilalanina y tirosina (Arnstein y White, 1959, 
1961b) y en el segundo se ha demostrado la utilizaciôn en 
la ruta de carboxilaciôn para el metabolismo del propiona 
to (Arnstein y White, 1961a y 1962). Similares datos se 
encuentran en Propionibacterium shermanii, el cual précisa 
El y B para la oxidaciôn del propionato (Stadtman y 
col., 1960). Esta ruta de carboxilaciôn también parece que 
es operativa para Rhizobium meliloti (DeHertogh y col., 
1964a y b) y Rhodospirillum rubrum (Knight, 1962).
El comportamiento de Salmonella también es dife- 
rente del de Micrococcus denitrificans (Smith y Kornberg, 
1967), donde se ha comprobado el efecto de carboxilaciôn 
que produce el NaHCO^ marcado radioactivamente en el creci
miento sobre propionato, deduciéndose que la ruta empleada
era la del metil-malonil-CoA o de carboxilaciôn a succina-
t o .
De los resultados obtenidos en Salmonella typhi- 
murium LT2, se puede deducir que la ruta de carboxilaciôn 
no résulta operativa, ya que no se apreciô efecto en la 
adiciôn de vitamina y/o NaHCO^, ni durante las etapas
iniciales de crecimiento, ni en el crecimiento a bajas con 
centraciones de sustrato. üna actuaciôn semejante a Salmo­
nella por lo que respecta a la vitamina B ^ 2  Y la ruta de 
carboxilaciôn ha sido descrita en Prototheca zopfii por 
Callely y Lloyd (1964) y Lloyd (1966).
IV. 3. Efecto de precultivos (acetato, propionato) sobre 
el crecimiento en propionato
Salmonella typhimurium LT2 fue crecida sobre ace 
tato, propionato y acetato + propionato. Cada uno de estos 
precultivos, al alcanzar el crecimiento la fase logarîtmi- 
ca,se recogieron y resuspendieron en très medios que conte 
nian acetato 30 mM, propionato 20 mM, acetato 15 mM + pro 
pionato 10 mM, siguiendo el crecimiento a cortos interva- 
los de tiempo. Los resultados se muestran en las Figuras 
12, 13 y 14.
El crecimiento en propionato procedente del pre- 
cultivo en propionato aparece, tal y como podria esperar- 
se, inmediatamente y con un tiempo de generaciôn de 5 ho- 
ras. En el crecimiento en acetato alcanza un t normal, 
3 horas 55 minutos, después de un corto periodo de adapta- 
ciôn. El perfil de la curva de crecimiento sobre acetato 
+ propionato muestra claramente dos fases precedidas por 
dos cortos periodos de adaptaciôn que sugiere, segùn los 
tiempos de generaciôn (4'05 y 5 horas), que las células 
utilizan preferentemente acetato, a pesar de tener induci- 
das las enzimas implicadas en el catabolismo de propiona­
to, y que cuando la concentraciôn de este sustrato se redu 
ce, nuevamente utilizan el propionato (Figura 12).
En el caso del crecimiento sobre acetato, propio 
nato y acetato + propionato, procedentes de acetato + pro 
pionato, la ausencia de periodo de adaptaciôn sugiere que 
tanto las enzimas del catabolismo de acetato como de pro­
pionato se encuentran inducidas (Figura 13).
El crecimiento sobre el propionato (procedente 
de acetato) aparece después de un prolongado tiempo de 
adaptaciôn (Figura 14) y con un tiempo t significativamen- 
te mayor que el crecimiento sobre acetato.
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una ligera inhibicion de la velocidad de crecimiento sobre 
acetato si esta presente el propionato. Esto induce a pen- 
sar que el propionato puede ser transportado al interior 
de la celula por el mismo sistema de transporte que el ace 
tato. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por 
Wagner y col. (1972) en E. coli W.
Experimentos similares realizados por Kay (1972) 
sobre E. coli cepas y K^^f que ban ganado la capaci^
dad de crecer sobre propionato y que tienen el mismo siste 
ma de transporte para acetato y propionato, muestran una 
inhibicion semejante en el crecimiento de las células, pre 
cultivadas en acetato, en acetato t propionato trente a las 
de acetato. Sin embargo, el periodo de adaptaciôn del cre­
cimiento en propionato es mucho menor que el encontrado 
por nosotros en las mismas condiciones. En E. coli, Kay 
demostrô en experimentos posteriores la importancia del 
ciclo del glioxilato en el catabolismo del propionato en 
este microorganismo.
IV. 4. Oxidaciôn de metabolitos por células crecidas en 
propionato, acetato y glicerol
El consume de oxîgeno durante la oxidaciôn de 
intermediaries presuntamente implicados en la ruta puede 
proporcionar informaciôn acerca de si las enzimas que se
inducen durante el crecimiento en un sustrato estan impli­
cadas en el catabolismo de un metabolite determinado as!
como acerca de su sistema de transporte. Es decir, las ve- 
locidades a las que un compuesto se dégrada deben ser com­
patibles con su velocidad de oxidaciôn (Secciôn II. 1.4.).
IV. 4.1. Oxidaciôn por células enteras
Con la idea anteriormente indicada, y en un in­
tente de conocer cual de las posibles rutas alternativas
del metabolismo del propionato es operativa en S. typhimu­
rium, fueron analizadas las velocidades de oxidaciôn de 
algunos posibles intermediaries y del glicerol. Por elle 
las células crecidas en propionato, glicerol ô acetato y 
preparadas segùn se indica en la Secciôn III. 2.6.. Las
velocidades de oxidaciôn de distintos compuestos se mues­
tran en las Tablas VII, VIII y IX. Se puede observar que 
las células crecidas en propionato oxidan a la misma velo­
cidad el propionato que el acetato, y el lactato a veloci­
dad considerablemente inferior. Este hecho es indicative 
de que el propionato induce un sistema de transporte comûn 
con el acetato (Kay, 1972 y 1978), y que este compuesto 
puede utilizar algunas de las reacciones del catabolismo 
del propionato o incorporarse directamente a una ruta cata 
bôlica central. El sistema propionato-acetato, de baja es- 
pecificidad, pudiera transportar parcialmente al lactato
TABLA VII. Oxidaciôn por células de S. typhimurium LT2






CONCENTRACION 0  0 ^
(^1 Og/mg/hora)
1








1 Lactato | 
1 1
2 mM 53 ' 60
8 mM 57'00
1 1 
1 Glicerol | 2 mM 3'35




0 '2 mM 1  ' 0 0
1
1 Acetil-CoA | 
1 1
0' 2 mM 2 ' 1 0
Los ensayos se realizaron segùn se describe en la Secciôn
III. 2.6. Los datos expresados son la media aritmética de 
très determinaciones.
TABLA VIII. Oxidaciôn por células enteras de S. typhimu­
rium LT2 (aproximadamente 1 m g ) crecidas en glicerol







! 0  O 2
1 (fil 0 2 /mg/hora) I
1
1 2'G mM 1 124'0 1
Glicerol 1
1 4'0 mM 
1
1 1 2 1 ' 1  1
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1 2'G mM 1 IG'7 1
Lactato 1
1 8 'G mM 
1
1 1 0 '7 1
1
1 2'G mM 1 2 ' 7 1
Propionato 1
1 8 'G mM 
1
1 4 ' G 1
Los ensayos se realizaron segùn se describe en la Sec­
ciôn III.2. 6 . Los datos expresados son la media aritmé 
tica de très determinaciones.
TABLA IX. Oxidaciôn por células enteras de S. typhimurium
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Los ensayos se realizaron segùn se describe en la Secciôn
III. 2.6. Los datos expresados son la media aritmética de 
très determinaciones.
y oxidarse este por un proceso semejante al acetato. En
el caso del acetato (Tabla IX) las células ûnicamente oxi­
dan el sustrato de crecimiento.
En los dos casos restantes estudiados, células 
crecidas en glicerol y acetato (Tablas VIII y IX), ûnicamen 
te se oxidan a una velocidad significativa los sustratos 
de crecimiento. Es interesante destacar que las células 
crecidas en acetato no oxidan el propionato, aùn cuando 
el sistema de transporte es el mismo, pero en este caso 
es lôgico pensar que el acetato no induce las primeras en­
zimas (o enzimas diferenciales) de la ruta degradativa del 
propionato.
IV. 4.2. Oxidaciôn por células permeabilizadas
Con el fin de eliminar el efecto de los sistemas 
de transporte y comprobar si alguno de los intermediarios 
se encuentran en la ruta degradativa del propionato, las 
células crecidas en propionato, acetato ô glicerol fueron 
permeabilizadas (segûn se indica en la Secciôn III. 2.9.) 
y utilizadas en anâlisis de velocidad de oxidaciôn.
Del examen de la Tabla X se observa que las célu 
las permeabilizadas crecidas en propionato oxidan a la mis 
ma velocidad que este compuesto el acetato, lactato, y pro
TABLA X . Consumo de oxîgeno por células de S. typhimurium
LT2 (aproximadamente 1 mg), crecidas en propionato, aceta
to y glicerol, permeabilizadas con TE 10%
SUSTRATO DE 
CRECIMIENTO
SUSTRATO OXIDADO Q Og
(^1 O^/mg/hora)
Lactato (2 mM) 75'0
Propionato (2 mM) 78'1
Propionato (2mM) + ATP (0'5mM) 78'0
Propionato (20 mM) Propionil-CoA (O'20 mM) 72'2
Acetato (2 mM) 80'2
Glicerol (2 mM) 4' 1
Glicerol (2 mM) 83'0
Acetato (2 mM) 12'8
Glicerol (20 mM) Acetil-CoA (0'20 mM) 12'8
Propionil-CoA (O'20 mM) 12'8
Propionato (2 mM) 5'1
Acetato (2 mM) 78'0
Acetato (30 mM)
Propionato (2 mM) O'O
Propionil-CoA (O'20 mM) O'O
Acetil-CoA (O'20 mM) 75'0
Las células permeabilizadas se obtuvieron segùn se descri 
be en la Secciôn III. 2.9. Los datos expresados son la me 
dia aritmética de très determinaciones.
pionil-CoA mientras que las de glicerol y acetato ûnicamen
te oxidan con velocidad significativa sus sustratos de ere
cimiento o sus compuestos activados.
El hecho de que el lactato sea oxidado a una ve­
locidad semejante al propionato por células permeabiliza­
das y no por células enteras se puede interpretar como que 
este compuesto no es incorporado por el mismo sistema de 
transporte, semejante a lo que sucede en E . coli (Brown, 
1972), pero o bien se incorpora directamente a una ruta 
central o bien puede ser un intermediario en la ruta cata- 
bolica del propionato.
Experimentos de respiracion de células crecidas 
en propionato de E. coli E-26, E. coli K cepas K  ^ y 
Kjj y Moraxella Iwofii han sido descrit s por Wegener , 
Reeves y Ajl (1967a), Wegener y col. (1968b), Hodgson y 
McGarry (1968b) y Kay (1972). Los resultados obtenidos por 
dichos autores concuerdan esencialmente con los obtenidos 
en los experimentos descrito en este trabajo sobre Salmo­
nella ya que las células de estos microorganismos crecidos 
en propionato oxidan a una velocidad semejante el propiona 
to y el acetato mientras los crecidos en acetato ûnicamen­
te oxidan con una velocidad considerablemente alta este 
ultimo compuesto. Este hecho podria deberse, quizas, a una 
represion catabolica del acetato sobre la induccion de las
enzimas necesarias para utilizar el propionato como trente
de carbono.
IV. 5. Aislamiento de mutantes defectives en propionato 
y sus revertientes: propiedades de crecimiento
Los resultados obtenidos en los apartados ante- 
riores, parecen indicar que existe una relaciôn entre de- 
terminados metabolitos (lactato, piruvato, acetato) y la 
ruta metabôlica del propionato. Este hecho ha llevado a 
enfocar el estudio de la degradaciôn del propionato median 
te el aislamiento de mutantes defectives y estudio de sus 
propiedades. Asî pués en los ûltimos veinte ahos, este mé- 
todo ha servido para confirmar la ruta metabôlica del pro­
pionato en distintas cepas de E. coli (W, E-26, )• De
otras cepas de este organisme (K^ 2  cepas y K^^), incapa 
ces de utilizar propionato, se han obtenido mutantes, que 
han ganado esa capacidad de crecimiento.
En mutantes, la ausencia de una enzima implicada 
en una ruta metabôlica, conduce a una inhibiciôn parcial 
o total del crecimiento; pero no sôlo este hecho es impor­
tante, sine que se podrian analizar sus propiedades de cre 
miento en otros sustratos y deducir la posible implicaciôn 
de éstos en la ruta. Como ya se indicô en la Secciôn II. 
1.7., la interpretaciôn debe ser cauta. Ahora bien, la com
plementaciôn de la metodologia mutante con las determina­
ciones de las actividades de las distintas enzimas propues 
tas como claves en los mutantes y la comparaciôn de sus 
niveles con los hallados para el tipo silvestre, llevarâ 
a confirmar la importancia de la ruta sugerida e incluse 
a identificar otras rutas secundarias relacionadas.
IV. 5.1. Mutantes y revertientes de S. typhimurium LT2
Se han obtenido mutantes y revertientes de la 
mencionada bacteria empleando distintos agentes mutagéni- 
cos, segùn se describe en Materiales y mêtodos.
IV. 5.1.1. Mutantes inducidos por 2-Aminopurina
Siguiendo la técnica ya descrita en la Secciôn
III. 2.7.2.2. se realizaron cuatro mutaciones distintas 
empleando 2-AP como agente mutagénico, obteniéndose un mu­
tante defective en propionato en uno de los ensayos y dos 
en otro ensayo. El bajo rendimiento puede ser debido a la 
escasa viabilidad de las células crecidas en presencia de 
2-AP ô bien al bajo efecto mutagénico producido.
Ademâs, los mutantes obtenidos presentaban un 
fenotipo complejo y altamente inestable, ya que se modifi- 
caba en un tiempo relativamente corto.
IV. 5.1.2. Mutantes inducidos por Etil metano sulfonato
El ensayo mutagénico con EMS se realize segûn 
se describe en la Secciôn III. 2.7.2.1. obteniéndose colo- 
nias de tamano apreciable en las plaças correspondientes 
a las diluciones 1 0  , 1 0  , 1 0  de la suspension celu­
lar mutagenizada, después del tratamiento con penicilina. 
Con 50 de estas colonias se realizô una replicaciôn en pla 
cas con medio selective y no selective, comprobândose que 
sôlamente dos de allas eran incapaces de crecer en propio­
nato. Con estas dos colonias se realizaron ensayos para 
conocer si eran capaces de crecer en distintos sustratos, 
en comparaciôn con la cepa silvestre. Los resultados apare 
cen en la Tabla XI, en la que se indican los mutantes debi 
damente nomenclaturizados.
En base a asegurar que estas cepas correspondian 
a Salmonella y no a contaminantes, se realizô una biotipi- 
ficaciôn a nivel de especie comprobândose que realmente 
se trataba de este organisme.
Los fenotipos de estos mutantes sugieren la exis 
tencia de una cierta relaciôn metabôlica entre el propiona 
to y el acetato, por lo cual era interesante comprobar si 
el mutante AA 202 posera un fallo génico sencillo o doble. 
Esto se abordô intentando la obtenciôn de revertientes es-
TABLA X I . Crecimiento de los mutantes AA 201, AA 202 y sus revertientes sobre distintas
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++ 1 ++ ++ I
1 Acetato 1 ++ ++
1
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I Propionato 1 ++ -
1
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El crecimiento se realizô en medio sôlido y en condiciones estândar.
El signo negative corresponde a no crecimiento; los positives, crecimiento a las 24 horas 
(++) y a las 72 horas (+).
pontâneos, sembrando el AA 201 en plaças de propionato y 
el AA 202 en plaças de propionato y de acetato separadamen 
te y manteniéndolas en condiciones normales de incubaciôn 
durante 72 horas. En las très plaças se obtuvieron rever­
tientes que se sometieron a comprobaciôn fenotipica (Tabla 
XI) .
Como se puede apreciar en dicha Tabla todos los 
revertientes recuperan el fenotipo silvestre, con lo cual 
se podria deducir que o un solo cambio produce la incapaci 
dad de crecimiento en acetato y propionato o bien el 
AA 202 estarla afectado en el sistema de transporte o los 
"revertientes" eran contaminantes de la cepa silvestre.
IV. 5.2. Mutantes S. typhimurium LT2 tim
Ante el problema suscitado en el apartado ante­
rior, y que no permitia llegar a conclusiones précisas, 
se intenté la obtenciôn de cepas auxôtrofas de Salmonella, 
con un marcador necesariamente présente en mutantes y re­
vertientes. Se eligiô la auxotrofla para la timina por ser 
fâcilmente obtenible por el método descrito del trimeto- 
prim (TMBP).
El proceso de obtenciôn de S. typhimurium LT2 
tim se realizô siguiendo el método descrito en la Secciôn
III. 2.7.1. y condujo a la aparicion de colonias auxôtro­
fas con una frecuencia muy baja, quiza por resistencia al 
trimetoprim (Poe y col., 1979), cuyo fenotipo se comprobô 
y caracterizô como de Salmonella, eligiéndose una de ellas 
para su posterior utilizaciôn como cepa base en mutaciones 
para obtener déficientes en propionato.
IV. 5.3. Mutantes de Salmonella typhimurium tim prp y 
sus revertientes
Una vez obtenida la cepa auxôtrofa tim de
S. typhimurium se realizô una mutagenesis normal con EMS,
segûn el procedimiento ya descrito (Secciôn III.
2.7.2.I.). Un centenar de las colonias crecidas en las pla
-2 -3 -4cas correspondientes a las diluciones 1 0  , 1 0  , 1 0  y
1 0   ^ de la suspensiôn celular tratada se sometieron a re­
plicaciôn en plaça resultando ser propionato-negativas ûni^ 
camente dos de ellas.
En estas dos colonias se procediô a su caracteri^ 
zaciôn como pertenecientes al género Salmonella y auxotro­
fla para timina. Asimismo, se analizô su fenotipo observân 
dose el crecimiento en distintas fuentes de carbono y ener 
gîa, y siempre frente a un control (Tabla XII).
A los mutantes se les asignô un nombre segûn las
TABLA XII. Caracteristicas de crecimiento de los mutantes AA 301 y




AA 301 AA 302
Glucosa - - -
Glucosa + Timina ++ ++ ++
Xilosa + Timina ++ -t-T ++
Galactosa + Timina 4- + + + ++
Lactosa + Timina - - -
Glioxilato + Timina - - -
Glicolato + Timina + + +
Succinate + Timina + + + + 4-
Glicerol + Timina + + + + + +
Lactato + Timina + + +  + -
Piruvato +  Timina + + +  + -r +
Acetato +  Timina + + - -
Propionato + Timina +  + - -
El crecimiento se realizô en medio sôlido suplementado con 0' 5 mg/ml 
de timina y en condiciones estândar. El signe negative corresponde 
a no crecimiento; los positives, crecimiento a las Zà horas (-t--r) y 
a las 72 horas .
normas vigentes de nomenclatura (Demerec y col., 1966):
al prp acet , AA 301 y al prp acet lact , AA 302.
En la Tabla XIII se expresa el fenotipo de los 
revertientes de los mutantes AA 301 y AA 302 en los sustra 
tos en que eran incapaces de crecer. Se observa que se ob-
-7
tienen revertientes (con frecuencia 1 0  ) ûnicamente en
algunos de ellos: AA 301 prp~*~, AA 302 lact^ y AA 301 acet*~.
De estos resultados se deduce que el AA 302 es 
un doble mutante dado que todos sus revertientes lact^ se 
comportan fenotîpicamente igual que el AA 301, ya que los 
revertientes que ganan la capacidad de crecer en uno de 
los dos sustratos en los que es defective crecen también 
en el otro. Esto lleva a suponer o que son mutantes en el 
sistema de transporte, que como se ha indicado es el mismo 
para ambos compuestos, o bien que alguna de las enzimas 
implicadas en el metabolismo del acetato interviene en el 
metabolismo del propionato. Si ésto ûltimo fuera cierto 
no nos séria posible aislar mutantes con fenotipo prp^ 
acet , a menos que fueran defectives en el sistema de acti 
vaciôn del acetato, que séria el ûnico paso diferencial.
El hecho de solo haber obtenido dos mutantes con 
fenotipos distintos indujo a realizar mas ensayos mutagéni 
COS. Con objeto de aislar un amplio abanico fenotipico de
TABLA X I I I . Caracteristicas de crecimiento de los revertientes de AA 301 y AA 302 en distin-
tas fuentes de carbono y energîa.
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El crecimiento se realizô en medio sôlido suplementado con 0  ' 5 mg/ml de timina y en condicio-
nés estândar.
El signo negativo corresponde a no crecimiento; los positivos, crecimiento a las 24 horas 
(++) y a las 72 horas (+).
mutantes, que proporcionarâ la mayor informaciôn posible 
sobre la ruta estudiada, se realizaron nuevos ensayos uti- 
lizando el mismo agente mutagénico. Provenientes de très 
procesos mutagénicos distintos, se obtuvo y caracterizô 
fenotîpicamente un conjunto de mutantes, de los cuales, 
los de fenotipo estable se muestran (debidamente nomencla­
turizados) en las Tablas XIV, XV, XVI y XVII. Estas Tablas 
incluyen, asimismo, el resultado de otro ensayo mutagénico 
empleando como fuente de carbono selectiva el acetato.
Comparando los fenotipos de los mutantes obteni­
dos se observa que los AA 303, AA 304, AA 305, AA 310 cre­
cen en todos los sustratos glucolîticos y gluconeogénicos 
menos en propionato. Estos mutantes no parecen estar afec- 
tados en el transporte ya que crecen en acetato. Asî, si 
las rutas degradativas de acetato y propionato estuvieran 
relacionadas, dichos mutantes serîan defectives en la se- 
cuencia no comûn de aquellas rutas. Por otra parte, si no 
estuvieran afectados en la primera enzima de la ruta se 
eliminarîa la posibilidad de una dualidad alternativa en­
tre rutas, como algunos autores senalan al indicar que en 
las primeras etapas de crecimiento se utiliza la ruta del 
succinato y, posteriormente, la del acrilato. Nuestros re­
sultados anteriores muestran que tal dualidad no parece 
existir, que no se utiliza la ruta de carboxilaciôn y ade­
mâs que la deficiencia en un sôlo paso (reversiôn con fre-
TABLA XIV. Caracteristicas de crecimiento de los mutantes de AA 303, AA 304, AA 305 y AA 306
en distintas fuentes de carbono.
SUSTRATO S.typhimurium
LT2 tim"
AA 303 AA 304 AA 305 AA 306
Glucosa
Glucosa + Timina









1 Propionato + Timina
Laurato + Timina
El crecimiento se realizô en medio sôlido suplementado con 0'5 mg/ml de timina y en condicio­
nes estândar.
El signo negativo corresponde a no crecimiento; los positivos, crecimiento a las 24 horas 
(++) y a las 72 horas (+) y la ausencia de signo a comprobaciôn no realizada.
TABLA XV. Caracterîsticas de crecimiente de les mutantes de AA 307, AA 308, AA 309 y AA 310
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El crecimiento se realize en medio sôlido suplementado con O '5 mg/ml de timina y en condicio- 
nes estândar.
El signe negative cerrespende a ne crecimiente; les pesitives, crecimiente a las 24 heras 
C++) y a las 72 heras (+) y la ausencia de signe a cemprebaciôn no realizada.
TABLA XVI. Caracterîsticas de crecimiento de les mutantes de AA 313, AA 314, AA 315 y AA 316
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El crecimiento se realizô en medio sôlido suplementado con O '5 mg/ml de timina y en condicio- 
nes estândar.
El signe negative corresponde a no crecimiento; les positives, crecimiente a las 24 heras 
(++) y a las 72 heras (+) y la ausencia de signe a comprobaciôn ne realizada.
TABLA XVII. Caracterîsticas del crecimiento de les mutantes de AA 318, AA 319, AA 320 y
AA 321 en distintas fuentes de carbone y energîa.
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El crecimiente se realizé en medie solide suplementado cen 0 ' 5 mg/ml de timina y en cendicie
nés estândar.
El signe negative cerrespende a ne crecimiente; les pesitives, crecimiente a las 24 heras 
(++) y a las 72 heras (+) y la ausencia de signe a cemprebaciôn ne realizada.
-8cuencia de 10 ) produce la incapacidad de crecimiento.
En un posterior ensayo mutagénico, en el que se 
modificaron las condiciones de selecciôn, se obtuvo el m u ­
tante AA 316 defective en acetato. Para comprobar la posi- 
bilidad de que estuviera afectado en el primer paso de la 
ruta del acetato, se comprobô su capacidad de utilizar co- 
mo sustrato el âcido laûrico (de 1 2  âtomos de carbono), 
el cual es metabolizado por la cepa silvestre (Gutnick y 
col., 1969). Este hecho podria ser indicative de que tante 
la isocitrato liasa como la malato sintasa no se encuen- 
tran afectadas, por ser ruta obligada para la gluconeogéne 
sis en Enterobacteriaceas a partir de acides grasos. La 
incapacidad de AA 316 de crecer sobre laurate indica que 
el mutante puede encontrarse afectado en alguna de las en- 
zimas del ciclo del âcido glioxilico. Por otra parte, el 
crecimiento sobre prepienate sugiere que dichas enzimas 
no son esenciales en el catabolisme de este compuesto.
El anâlisis fenotipico de les mutantes AA 313, 
AA 314 y AA 315 muestra que son defectives en el metabolis 
me del acetato y del succinate. Este plantea la cuestiôn 
de si estân afectados en el ciclo de Krebs, le cual se pue 
de descartar ya que son capaces de crecer en otros sustra- 
tos (glicerel, glucesa, etc.) que son metabolizados via 
dicho ciclo. Por elle se ha llegado a la conclusion de que
podrian estar afectados en la ruta gluconeogenica, y con- 
cretamente en la PEP carboxiquinasa que cataliza la forma- 
cion de PEP a partir de oxalacetato. Este hecho se comprue 
ba ensayando el crecimiento en oxalacetato y observando 
que no son capaces de utilizar este compuesto, eliminando- 
se asi la posibilidad de una mutacion doble o de estar 
afectados en transporte o en ambas rutas catabôlicas.
Los mutantes AA 308, AA 309 y AA 318, ademâs de 
mostrar un fenotipo como el de los anteriores, son defect! 
vos también en el metabolismo del propionato. Este fenoti­
po parece ser debido a dos mutaciones puntuales, una idén- 
tica a la de los AA 313, AA 314 y AA 315 y otra en alguno 
de los pasos especîficos del catabolismo del propionato. 
Este hecho se confirme analizando los revertientes suc^,
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que aparecen con frecuencia de 2  x 1 0  , y que crecen so­
bre acetato y no sobre propionato. Asimismo, revertientes 
prp^, obtenidos con semejante frecuencia, permanecen sin 
crecer en los otros dos sustratos.
Siguiendo con este tipo de anâlisis se observa 
otro bloque importante de mutantes, que aparece repetida- 
mente, y que se caracterizan fundamentalmente por su ausen 
cia de crecimiento en propionato, lactato y piruvato. Es 
interesante destacar que S. typhimurium (Cooper y Korn- 
berg, 1965, 1967; Cooper, 1969) cuando crece sobre piruva-
to o lactato como fuente de carbono y energia utiliza como 
via metabolica aquella que implica a la PEP sintetasa como 
enzima esencial. Los mutantes defectives en PEP sintetasa 
(pps ) son por tanto incapaces de crecer en lactato y piru 
vato.
Estas consideraciones llevan a pensar en una po- 
sible implicacion de esta enzima en el metabolismo del pro 
pionato. Por ello se analizaron distintos mutantes (obten^ 
dos con fuente selective lactato) caracterizados como 
pps , en cuanto a su comportamiento en la utilizacion de 
propionato. En la Tabla XVIII se expresan los fenotipos 
de estos pps estudiados, los cuales derivan de una cepa 
de S. typhimurium auxotrofa para la leucina (leu 39).
Asimismo, se analizo otro mutante (AG 517), ais- 
lado como pps en anteriores trabajos (Mella y Garrido-Per 
tierra, 1980), el cual dériva de la cepa silvestre de 
S. typhimurium LT2 y cuyo fenotipo se muestra en la Tabla 
XIX.
Résulta muy sugerente observar que todos los mu­
tantes pps estudiados presentan un fenotipo, obtenido con 
frecuencia relativamente alta en el aislamiento de cepas 
déficientes en la ruta del propionato, con ausencia de ere 
cimiento sobre acetato, propionato, lactato y piruvato.
C a r a c t e r î s t i c a s  d e l  c r e c i m i e n t o  de los m u t a n ­
tes 18, ^ 2 1 ' ^1 ^ 4 0 1 7  en d i s t i n t a s  f u e n t e s  de c a r b o n o  y
e n e r g î a
SUSTRATO
S. typhimurium LT2 
Leu 39
18 B 21 A 1 4017
Medio Luria ++ 1 ++ ++ ++ + +
Lactato + Glicerol - - - - -
Lactato + Glicerol 
+
Leucina
++ ++ ++ ++ + +
Glicerol - - - - -
Glicerol + Leucina ++ ++ ++ + + ++
Succinato + Leucina ++ ++ ++ ++ ++
Lactato + Leucina ++ - - - -
Piruvato + Leucina ++ - - - -
Acetato + Leucina ++ - - - -
Propionato + Leuci­
na
++ - - - -
El crecimiento se realizô en medio sôlido, suplementado con G'5 mg/ml
de leucina, y en condiciones estândar.
Los signos corresponden: los negativos, a falta de crecimiento y los
positivos, a crecimiento a las 24 horas (++).
TABLA X I X . Caracterîsticas del crecimiento de AG 517 y sus revertien­











Glucosa ++ ++ ++ ++ ++
Lactosa - - - - -
Glicerol ++ ++ ++ ++ ++
Lactato + Glicerol ++ ++ ++ ++ ++
Succinato ++ + + ++ ++ ++
Lactato ++ - + - +*
Piruvato ++ - + - +*
Acetato ++ - + + +
Propionato ++ - - +* +
El crecimiento se realizô en medio sôlido y condiciones estândar.
Los signos corresponden: los negativos, a falta de crecimiento, los 
positivos, a crecimiento a las 24 horas (++) y a las 72 horas (+), 
y (+*) crecimiento menor que S. typhimurium y mayor que AG 517.
Este comportamiento condujo a un estudio mas am- 
plio de dichas cepas mutantes, con obtenciôn de distintos 
revertientes. En esta fase de estudio es interesante desta 
car que se han identificado dos tipos distintos de mutan­
tes pps :
1. - Los denominados pps C que mapean en el minuto 5 del 
mapa de ligamiento de Salmonella y que se encuentran 
afectados en el gen regulador de la sintesis de PEP sin­
tetasa y que muestran un comportamiento complejo.
2.- Los denominados pps A que mapean en el minuto 40 y es­
tân afectados enel gen estructural de la PEP sintetasa.
Los mutantes B-21, 18 y 4017 se encuentran afec­
tados en el gen regulador, mientras A lo estâ en el gen 
estructural (Cooper, comunicaciôn personal). El comporta­
miento de los mutantes pps C y pps A es distinto frente 
a la reversion, ya que los primeros proporcionan dos tipos 
de revertientes sobre lactato: unos de colonias de gran
tamano (seleccionadas a 30°C) que resultan ser pps consti­
tutives y otras de pequeho tamano que continùan siendo 
pps , pero son isocitrato liasa constitutives; por el con­
trario, los pps A solo dan revertientes del segundo tipo.
En los expérimentes de reversion se utilizaron 
un mutante pps de cada clase, el AG 517 y el AA 306, obte 
niéndose distintos revertientes que fueron probados en sus
capacidades de crecimiento sobre otros sustratos y en aigu 
nos casos utilizados para la obtenciôn de dobles revertien 
tes. El fenotipo de los revertientes obtenidos se muestra 
frente a un control en las Tablas XIX, XX, XXI y XXII asig 
nadas respectivamente a AG 517, A ^ , 4017 y AA 306.
Del examen de estas Tablas se puede deducir a 
través del estudio de revertientes en lactato y propionato 
que los A^ y AG 517 parecen tener una mutaciôn de la misma 
naturaleza. Un hecho que llama la atenciôn, y al que no 
se ha encontrado una explicaciôn convincente, es por que 
la mayoria de los mutantes defectives en PEP sintetasa son 
incapaces de crecer en acetato. Esta observaciôn, apoyada 
por el hecho de que todos los revertientes lact^ ganan la 
capacidad de crecer en acetato, parece indicar que el meta 
bolismo de estos compuestos se encuentra muy relacionado, 
sin embargo, los revertientes AG 517 acet^ sin crecer en 
lactato y piruvato crecen en acetato casi a la misma velo- 
cidad que la cepa salvage.
De la misma forma, podria pensarse que el metabo 
lismo del propionato se encuentra relacionado con el del 
lactato y acetato, ya que la mayor parte de los mutantes 
obtenidos utilizando como medio selectivo propionato son 
incapaces de crecer en acetato y lactato y los revertien­
tes prp^ ganan también la capacidad de crecer en estos com
TABLA X X . Caracterîsticas del crecimiento de los revertientes de A^
en distintas fuentes de carbono y energîa
SUSTRATO
4
A^ lact^ A^ prp* (G2)
Glucosa - - -
Glucosa + Leucina ++ ++ ++




Glicerol + Leucina ++ ++ ++
Succinato + Leucina ++ ++ ++
Lactato + Leucina - + +
Piruvato + Leucina - + +
Acetato + Leucina - + +
Propionato + Leucina - - +
El crecimiento se realizô en medio sôlido suplementado con 0'5 mg/ml 
de leucina y en condiciones estândar.
Los signos corresponden: los negativos, a falta de crecimiento y los
positivos, crecimiento a las 24 horas (++) y a las 72 horas (+).
TABLA X X I . Caracterîsticas del crecimiento de los revertientes de




























Glicerol + Leucina ++ ++ 1 
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Lactato + Leucina -
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El crecimiento se realizô en medio sôlido suplementado con 0*5 mg/ml 
de leucina y en condiciones estândar.
Los signos corresponden: los negativos, a falta de crecimiento y los
positivos, crecimiento a las 24 horas (++) y a las 72 horas (+).
TABLA X X I I . Caracterîsticas del crecimiento de los revertientes de
AA 306 en distintas fuentes de carbono y energîa
SUSTRATO AA 306 AA 306 lact^ AA 306 prp*
Glucosa - - -
Glucosa + Timina ++ ++ ++




Glicerol + Timina ++ ++ ++
Succinato + Timina ++ ++ ++
Lactato + Timina - + +
Piruvato + Timina - + +
Acetato + Timina + + +
Propionato + Timina - + +
El crecimiento se realizô en medio sôlido suplementado con 0*5 mg/ml 
de leucina y en condiciones estândar.
Los signos corresponden: los negativos, a falta de crecimiento y los
positivos, crecimiento a las 24 horas (++) y a las 72 horas (+).
puestos. Wegener y col. (1969) han investigado el papel 
de la PEP carboxilasa y el ciclo del glioxilato en el meta 
bolismo del propionato en E. coli E-26 y K^ 2 ' deduciendo - 
que las actividades PEP carboxilasa y PEP sintetasa son 
necesarias en las primeras etapas del crecimiento y que 
posteriormente entra en acciôn el ciclo del glioxilato. 
Sin embargo, estos mismos autores sostienen que el metabo­
lismo del propionato en E. coli W transcurre a lo largo 
de todo el proceso de crecimiento sin estar implicado el 
ciclo del glioxilato. Ellos llegan a la conclusion utili­
zando un mutante defectivo en isocitrato liasa, y en cuyos 
extractos celulares observan la presencia de alta activi- 
dad PEP sintetasa de células crecidas en propionato. Por 
otra parte, Kay (1972) en mutantes E. coli cepas
Kj y Kjj que han ganado la capacidad de crecer en propiona 
to sugieren que la actividad isocitrato liasa y, por lo 
tanto, el ciclo del glioxilato son esenciales en el catabo 
lismo del propionato.
IV. 6 . Determinaciones de las actividades enzimâticas
De las très rutas descritas para la degradaciôn 
del propionato en E. coli, se ha visto, a través de los 
estudios de crecimiento, que la ruta de carboxilaciôn a 
succinato no parece ser utilizada por Salmonella.
Aprovechando que las enzimas implicadas en una
ruta degradativa de un sustrato, que no entra directamente 
en las rutas centrales, se inducen cuando utiliza como 
fuente de carbono y energia este sustrato, se ha détermina 
do la actividad enzimatica de las enzimas de las rutas del 
oC-hidroxiglutarato y del acrilato, asi como de aquellas 
que catalizan posibles reacciones de interconexion entre 
ambas. Para determinar las actividades enzimâticas en los 
extractos celulares, las bacterias crecidas en los diferen 
tes sustratos suplementados con O'015% de extracto de leva 
dura, han side tratadas segun se indica en la Seccion III. 
2.8.
IV. 6.1. Activacion del propionato intracelular
La activacion del propionato intracelular es la 
primera reaccion propuesta en el catabolismo de este com­
puesto, comûn para las rutas catabôlicas descritas en bac­
terias. En esta transformaciôn se encuentran implicadas 
dos enzimas: ATP-monocarboxilatofosfotransferasa y acil-
CoA ortofosfato aciltransferasa.
En la Tabla XXIII se muestran las actividades 
de la ATP-monocarboxilatofosfotransferasa en extractos de 
células de S. typhimurium crecidas sobre propionato y ace­
tato. Se puede apreciar en dicha Tabla que las actividades 
de las células crecidas en propionato son ligeramente mâs
TABLA XXIII. Actividad de la ATP-monocarboxilato fosfo-
transferasa en extractos de S. typhimurium LT2
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1 Acetato + ATP 
1
1 1 
1 0'470 1 
1 1
Los ensayos fueron realizados segûn se describe en la Sec­
cion III. 2.11.1.1.
Los datos expresados son media de très determinaciones.
altas que las de las células crecidas en acetato. De todas 
formas no hay diferencias notables cuando se utilizan ace­
tato y propionato indistintamente como sustratos de creci­
miento y de la reaccion, y este puede ser un hecho signifi 
cativo de que ambos compuestos inducen un sistema de acti­
vacion que actùe sobre ellos.
Los productos de la activacion de estos compues­
tos parecen ser el propionil-fosfato y el acetil-fosfato 
ya que como se observa en dicha Tabla, a través de la con- 
centraciôn de hidroxamatos, se requiere la presencia de 
ATP y no de CoA.
El bajo valor encontrado en la formaciôn de hi- 
droxamato con ATP y CoA puede ser debido a un acoplamiento 
de las enzimas implicadas en la activacion y a la presen­
cia de una hidrolasa que en extractos de M. Iwoffi ha sido 
descrito por Hodgson y McGarry (1968b).
Las actividades de la acil-CoA ortofosfato acil­
transferasa de los extractos celulares de S. typhimurium 
se expresan en la Tabla XXIV. Se puede apreciar fâcilmente 
que la reaccion requiere esencialmente CoA y que los nive­
lés de actividad para el acetil-fosfato y propionil-fosfa 
to son semejantes y relativamente independientes del sus­
trato de crecimiento (acetato 6  propionato).
TABLA XXIV. Actividad acil-CoA ortofosfato aciltransferasa






























Los ensayos fueron realizados segûn se describe en la Sec­
cion III. 2.11.1.2.
Los datos expresados son la media aritmética de très deter 
minaciones .
Del examen comparative de las tablas se puede 
apreciar que los niveles de actividad de las enzimas impli^ 
cadas en la activacion son similares, pudiendo interpretar 
sese que a través de su acciôn acoplada, el propionato in­
tracelular se convierte en propionil-CoA.
Estos resultados son semejantes a los descritos 
en Moraxella Iwoffi por Hodgson y McGarry (19 6 8 b), aunque 
en este caso los niveles de las actividades enzimâticas 
son aproximadamente seis veces superiores a los encontra­
do s en Salmonella. Excluyendo la ruta catabôlica para pro­
pionato en tejidos animales propuesta por Mahler y Huenne- 
kens (1953) todas las demâs rutas implican la activacion 
del propiopato; en la mayoria de los casos descritos este 
compuesto se activa por un sistema dependiente de ATP 
(Flavin y col., 1955, 1956, 1957; Giovanelly y Stumpf,
1957; Rendina y Coon, 1957; Vagelos, Earl y Stadtman, 
1959b; Reeves y Ajl, 1962; Richards y Lloyd, 1966; So- 
katch, 1967; Callely y Lloyd, 1964; Wegener, Reeves y Ajl, 
1967a y b; Kay, 1972). Sin embargo, es necesario indicar 
que Baldwin y col. (1961 y 1965) describen la intervenciôn 
de una CoA-transferasa en el proceso de activacion.
IV. 6 .2 . Actividades de las enzimas de la ruta del o(-hidro- 
xiglutarato a succinato
IV. 6 .2.1- Actividad #-hiaroxiglutarato sintasa
La actividad de esta enzima se determine en ex­
tractos de S. typhimurium crecida en propionato midiendo 
el descenso de la concentracion de los sustratos en fun- 
cion del tiempo. Se puede observar en la Figura 15 (AyB) 
que la concentracion de propionil-CoA disminuye, aunque 
en la mezcla de reaccion no se adicione glioxilato, mien­
tras la concentracion de este ultimo permanece constante. 
Estos datos difieren notablemente de los obtenidos en 
E. coli E-26 por Reeves y Ajl (1962), donde ambos sustra­
tos se transforman equimolarmente, deteniendose la reac­
cion en ausencia de uno de ellos.
El empleo de cromatografla en papel para inten- 
tar identificar el d-hidroxiglutarato como producto de la 
reaccion resulto negativo, tanto cuando se realizô el ensa 
yo con extractos celulares, extractos tratados termicamen- 
te o en ausencia de un sustrato (prp-CoA ô glioxilato).
Como consecuencia de estos resultados se puede 
pensar que la actividad *-hidroxiglutarato sintasa no se 


















F I G U R A  15. Transformacion enzimatica de glioxilato y propioni1-CoA 
a través de la reaccion a-hidroxiglutarato sintasa. A: en presencia
de ambos sustratos ( - A -  propioni 1-CoA, - e - glioxilato); B: en ausen 
cia de glioxilato ( - o -  propionil-CoA ) .
cida en propionato, contrariamente a lo que sucede en 
E. coli E-26 (Reeves y Ajl, 1962; Reeves y col., 1963; Ra­
bin y col., 1965), en el proceso de adaptacion a propiona­
to de la misma especie bacteriana (Wegener, Reeves y Ajl, 
1968a y b) y en E. coli cepas y (Kay, 1972).
La lenta desaparicion del propioni1-CoA puede 
atribuirse a la presencia en los extractos de una desacila 
sa o hidrolasa que ha sido descrita en Moraxella (Hodgson 
y McGarry, 1968b) y en tejidos animales (Mahler,1962).
IV. 6 .2.2. Actividades -hidroxiglutarato descarboxilasa 
y semialdehido succinico deshidrogenasa
Las actividades de estas enzimas han sido deter- 
minadas segun se describe en las Secciones III.2.11.3. y
III.2.11.4. Los resultados se muestran en la Tabla XXV, 
donde se comparan los obtenidos en extractos de S. typhimu- 
rium y E. coli B crecidas en diferentes sustratos.
En todos los casos estudiados, la actividad 
d-hidroxiglutarato descarboxilasa ha resultado ser cero 
6  proxima a cero, mientras la de la semialdehido succinico 
deshidrogenasa mostro unos valores muy bajos para células 
de E. coli B y S. typhimurium, crecidas en propionato y 
succinato, sobre todo cuando se comparan con las de las
TABLA XXV. Actividades especificas de cl -hidroxiglutarato des 
carboxilasa y semialdehido succinico deshidrogenasa en ex­













1 — 1  — 1  yu mol. min .mg
. NAD NADP
IPropionato 1 0 , 0 0 1
1 1 
1 1 
0,015 1 0,028 1
S. typhi- 1 1 
1 1
1 murium LT2 1 1
1 Succinato 1 0 , 0 0 0
1 1 
0,022 1 0,032 1
1 1 
1 1
IPropionato 1 0 , 0 0 1
1 1 
1 1 
0,028 1 0,041 1
1 1 
1 1
1 Succinato 1 0 , 0 0 2
1 1 
1 1 
0,025 1 0,038 1
1 1 
1 1



















Los ensayos se realizaron seùn se describe en las secciones
III.2.11.3 y III.2.11.4. Los datos expresados se refieren 
a actividades especificas y son media de 2-3 determinaciones
células de E . coli crecidas en V-aminobutirato y p-hidroxj. 
fenilacetato, donde la enzima résulta esencial en las ru­
tas degradativas correspondientes de estos compuestos (Don 
nelly y Cooper, 1981b).
IV. 6.3. Actividad ^^-hidroxiglutarato liasa
La ^-hidroxiglutarato liasa cataliza la reaccion 
de escisiôn del d-hidroxiglutarato en acetato y lactato. 
Esta reaccion es una ruta alternative a la del d-hidroxi 
glutarato anteriormente descrita. La presencia de esta en­
zima en el metabolismo del propionato ha sido descrita en 
Aspergillus glaucus. Pseudomonas aeruginosa, P. fluores- 
cens, Pénicillium (Richards y Lloyd, 1966) y en E. coli 
E-26 (Reeves y Ajl, 1963; Megraw y col., 1965a y b). Aun­
que en Salmonella no se ha encontrado actividad d-hidroxi 
glutarato sintasa (Seccion IV. 6.2.1.), la ^-hidroxigluta 
rato liasa ha sido analizada para confirmar que el d-hidro 
xiglutarato no se encuentra implicado en la ruta degradati 
va del propionato de esta bacteria.
En la Tabla XXVI se muestra que tanto las célu­
las crecidas en acetato como en propionato no presentan 
actividad ^-hidroxiglutarato liasa.
TABLA XXVI. Actividad -hidroxiglutarato liasa en extrac­





















Los ensayos de actividad se realizaron segûn el método des 
crito en la Seccion III. 2.11.5.
Los resultados expresados son la media aritmética de très 
determinaciones.
IV. 6.4. Actividades de las enzimas del ciclo del glioxi- 
lato
El ciclo del glioxilato, esencial cuando las bac 
terias utilizan acetate como fuente de carbone y energia, 
ha side describe que se encuentra implicade en el métabo­
lisme del propionate per algunos autores; asi en Moraxella 
Iwoffi (Hodgson y McGarry, 1968a y b), E. cell K cepas 
Ki y Kjj (Kay, 1972), E. cell E-26 y (Wegener y col.,
1969), Prototheca zopfii (Callely y Lloyd, 1964; Lloyd y 
Callely, 1965), Aspergillus glaucus. Pseudomonas aerugino­
sa, P. fluorescens y Pénicillium (Richards y Lloyd, 1966) 
E. cell E-26 (Reeves y Ajl, 1963; Rabin y col., 1965; Me- 
graw y col., 1965a y b ; Reeves y col., 1965; Wegener, Ree­
ves y Ajl, 1968a y b ) .
Asimismo, Wegener y col. (1969) proponen que el 
piruvato formado en el metabolismo de propionato de E . co- 
li E-26 y puede ser oxidado a acetato por medio de la
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piruvato deshidrogenasa y este metabolite, a traves de la 
isocitrato liasa y de la malato sintasa , proporcionar una 
via operativa anaplerotica al ciclo de Krebs.
IV. 6.4.1. Actividad isocitrato liasa
En Salmonella typhimurium el catabolismo del ace 
tato y del propionato parece encontrarse muy relacionado 
ya que ambos sustratos son transportados por el mismo sis- 
tema, ademas en los diverses ensayos mutagenicos realiza-
dos los mutantes acet prp aparecen con alta frecuencia
+  —  
y finalmente algunos revertientes lact de mutantes pps
muestran actividad isocitrato liasa constitutiva.
En la Tabla XXVII se expresan las actividades 
especificas de la isocitrato liasa determinadas en diferen 
tes sustratos y très fases de crecimiento de S. typhimu­
rium LT2, E. coli cepa B y E. coli cepa ^289' puede
observar, que salvo en el crecimiento sobre acetato y glio 
xilato, cuyos niveles son semejantes a los obtenidos por 
otros autores (Reeves y Ajl, 1960; Kornberg, 1963; As- 
worth y Kornberg, 1963 y 1964; Vanderwinkel y Vlieghere, 
1968; Hodgson y McGarry, 1968a y b ; Kay, 1972), el resto 
de los valores de actividad son muy proximos a cero. Algu 
nos investigadores han indicado que la actividad isocitra­
to liasa tiene gran importancia segun la fase de crecimien 
to. Asi Wegener, Reeves y Ajl (1968a y b) y Wegener y col. 
(1967, 1968b, 1969) propugnan que la accion de esta enzima 
proporciona un mecanismo auxiliar para la formacion de in­
termediaries C^, en el periodo de adaptacion del crecimien
TABLA XXVII. Actividad isocitrato liasa en S. typhimurium LT2 




(yumol glioxilato/mg/min) x 10 ^
SUSTRATO Fase logarîtmica
Fase
13 Mitad 23 Mitad
estacionaria
Glucosa G 0 0
Glicerol - 1 1
Succinato 0 0 -
S . typhimurium
Citrato 2 10 -
LT2
Piruvato 8 10 6
Lactato 4 5 0
Acetato 171 205 174
Propionato 1 3 4
E . coli B
Acetato 137 163 -
Propionato - 3 0
Glioxilato 340 - -
E. coli K _
1
Acetato 185 280 -
1 *289 1 
1
Propionato 6 - 60
Los ensayos enzimâticos se realizaron por los métodos descritos en 
la Secciôn III. 2.11.5.
Los valores expresados son la media aritmética de 2-3 determinacio- 
nes.
to sobre propionato y en la fase estacionaria de E. coli. 
Por otra parte, Hodgson y McGarry (1968a y b) en Moraxella
Iwofii, Callely y Lloyd (1964) y Lloyd y Callely (1965)
en Prototheca zopfii y Kay (1972) de E. coli K cepas
Kj y describen que esta enzima es necesaria a lo largo
del crecimiento de estas especies sobre propionato. Sin 
embargo, los resultados obtenidos en Salmonella permiten 
asignar a la isocitrato liasa poca importancia en el creci^ 
miento sobre propionato.
Para confirmar esta susposiciôn, conociendo el 
papel inhibidor del PEP sobre la isocitrato liasa (Ash­
worth y Kornberg, 1963) y el hecho de que alguno de los
+ — 
revertientes lact de mutantes pps son isocitrato liasa
constitutives (Secciôn IV. 5.3.), se determinaron los nive 
les de actividad de esta enzima en los distintos revertien 
tes, procedentes de mutantes pps . Los resultados se mues­
tran en la Tabla XXVIII donde se puede apreciar que los 
revertientes prp~*~ de AG 517 que recuperan la capacidad de 
crecer sobre lactato, piruvato y propionato, son isocitra­
to liasa constitutivos. Los revertientes acet*^ ûnicamente 
recuperan el crecimiento en acetato siendo isocitrato lia 
sa inducibles. Sin embargo, los revertientes lact*~ carecen 
de dicha actividad, posiblemente por el efecto de repre- 
siôn del PEP formado constitutivamente sobre ella. Estos 
hechos sugieren que en Salmonella el propionato no parece
TABLA XXVIII. Actividades isocitrato liasa en revertientes de mutantes








Rev. AA 306 prp^ Glicerol + Timina 68
Rev. AA 306 lact^ Glicerol + Timina 120
Rev. AG 517 prp^ Glicerol 200




r\6V # a\\j / oOOX»
Acetato 140
Rev. A^ lact^ Glicerol + Leucina 5
Rev. A^ prp^ (G2) Propionato 100
Rev. 4017 lact^ Glicerol + Leucina 6
peQuenas
Acetato 0
Rev. 4017 lact^ Glicerol + Leucina 0
grandes H
1
Acetato + Leucina 0
Los ensayos enzimâticos se realizaron por los métodos descritos en 
la Secciôn III. 2.11.5.
Los valores expresados son la media aritmética de 2 determinaciones.
inducir la isocitrato liasa.
Los resultados obtenidos con prp^ confirman
que la actividad isocitrato liasa constitutiva revierte 
el fenotipo pps , ganândose asimismo la capacidad de cre­
cer en propionato. Por otra parte, los revertientes AA 306 
prp^ y lact^,procedentes del mutante AA 306 lact pir prp 
y que han recuperado la capacidad de crecer en estos sus­
tratos, se comportan como los Ag 517 prp^, mostrando acti­
vidad isocitrato liasa constitutiva. Sin embargo, los re­
vertientes 4017 lact^ (colonias grandes) aunque recuperen 
el fenotipo silvestre carecen de actividad isocitrato lia­
sa, es decir, se comportan de forma similar a los AG517 
lact^.
De forma general, apoyândonos en estos datos, 
se puede aseverar que el metabolismo del propionato en 
Salmonella, la isocitrato liasa présenta un valor poco 
significativo, y que en condiciones de constitutividad 
puede estar implicada en el catabolismo de dicho compuesto.
IV. 6.4.2. Actividad malato sintasa
La actividad malato sintasa ha sido determinada 
por ser juntamente con la isocitrato liasa enzima clave 
del ciclo del glioxilato. Dicha determinaciôn puede servir
oara confirmar que la operatividad de dicho ciclo es esca- 
sa o nula en el metabolismo del propionato.
En la Tabla XXIX se observa, tal como se espera- 
ba, que la actividad malato sintasa ûnicamente présenta 
valores altos cuando el acetato es la fuente de carbono. 
Aquellos autores que encuentran significativamente impor­
tante el ciclo del glioxilato para el metabolismo del pro­
pionato describen valores de actividad de esta enzima se­
mejantes a los obtenidos cuando crece en acetato.
En el metabolismo del propionato, las activida­
des isocitrato liasa y malato sintasa juegan un papel 
esencial en aquellas rutas que implican el ot-hidroxigluta- 
rato y en algunas que conducen a acetato bien a traves del 
d-hidroxiglutarato o del acrilato. Asi Reeves y Ajl (1962) 
y Reeves y col.(1963) describen la existencia de una enzi­
ma condensante de glioxilato y propionil-CoA en E. coli 
E-26 que denominaron ^-hidroxiglutarato sintasa y Reeves 
y col. (1965) demuestran la formacion de semialdehido suc- 
cinico. En la misma especie bacteriana, Rabin y col.(1965) 
propugnan la transformacion del a-hidroxiglutarato a suc­
cinato, en el proceso de adaptacion a propionato. Poste- 
riormente en E. coli Y W, Wegener y col. (1967, 1968b,
1969),Wegener, Reeves y Ajl (1968a y b). Weeks y col. 
(1969), Salanitro y Wegener (1971) confirman la existencia
TABLA XXIX. Actividad malato sintasa en células de S . 






(yumol/mg/min ) x  1 0
1
1 Fase logarîtmica 
1
1 1






1 23 1 
1 1
8 1 1  1
1 Succinato
1 1 
1 1 0  1 
1 1
- 2 0  1
1 Citrato
1 1 





1 0  1 
1 1













1 0  1 
1 1
1 1  1
1Propionato + Y
1 1 
1 0  1 
1 1
2 1  1
Los ensayos enzimâticos se realizaron por el método descri 
to en la Secciôn III. 2.11.6.
Los valores expresados son la media aritmética de 2-3 de­
terminaciones .
de esta ruta en cepas sivestres y mutantes que han ganado 
la capacidad de crecer en propionato, aunque Kay (1972) 
indica que esta ruta es alternative con la del acrilato.
La existencia de o<-hidroxiglutarato liasa descri^ 
ta por Reeves y Ajl (1963) en E. coli E-26 sugiriô la exis 
tencia de otra ruta en el catabolismo del propionato. Mas 
tarde. Reeves yAjl (1965a y b), Rabin y col.(1965),Megraw 
y col. (1965a y b) en la misma especie demostraron la ope­
ratividad de dicha ruta conducente a una molécule de aceta 
to y una molécula de 1,3 difosfoglicerato 6  dos de aceta­
to. Richards y Lloyd (1966) confirman la operatividad de 
esta ruta en extractos celulares de Aspergillus glaucus.
Sin embargo, en S. typhimurium no se ha detectado 
actividad isocitrato liasa, malato sintasa, o<-hidroxigluta- 
rato sintasa 6  liasa ni en la adaptacion ni a lo largo del 
crecimiento sobre propionato. Esto es un indice claro de 
que las rutas del d-hidroxiglutarato no estân implicadas en 
el metabolismo del propionato en esta bacteria. En E. coli 
K ^ 2  y e-26 (Wegener y col. 1969) sugieren que el acetil-CoA 
en lugar de condensarse con OAA se incorpora al ciclo del 
glioxilato. Pero éste no parece ser el destine del posible 
acetil-CoA que se forme en Salmonella cuando crece en propio 
nato, ya que como se ha indicado las actividades de la iso­
citrato liasa y malato sintasa son muy prôximas a cero.
IV. 6.5. Actividad propionil-CoA deshidrogenasa
La determinaciôn de la actividad propionil-CoA 
deshidrogenasa planteô una problemâtica dificil de supe- 
rar. En principio se intentô analizar la actividad utili- 
zando como cofactores NAD ô NADP y mezclas de reacciôn a 
diferentes pH (Secciôn III. 2.11.8.3.) obteniéndose resul­
tados negativos. Posteriormente, pensando que la enzima 
fuera dependiente de nucleôtidos de flavina, se utilizaron 
compuestos aceptores de electrones. En estos casos, la ac­
tividad de la enzima fue determinada segün la técnica de 
Callely y Lloyd (Secciôn III.2.11.8.1.) en células de Sal­
monella typhimurium crecidas en glucosa, succinato, citra­
to, lactato, piruvato, acetato, glicerol ô propionato. Aun 
que el nivel de actividad de la enzima fue mayor en célu­
las crecidas en propionato que en el resto de los sustra­
tos, los datos no proporcionaron una informaciôn suficien- 
temente convincente que permitieran afirmar la operativi­
dad de esta enzima.
Con objeto de incrementar la sensibilidad del 
ensayo, se ahadiô a la mezcla de reacciôn PMS y se utilize 
ron diferentes tampones y pH. De la Tabla XXX se desprende 
que la mayor actividad se obtiene a pH 7'5 en tampôn fosfa 
to. Los ensayos se repitieron en presencia de cationes bi­
valentes, comprobândose que la enzima parece no requérir
TABLA XXX. Actividad propionil-CoA deshidrogenasa de 
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Los ensayos se realizaron segûn el método descrito en la 
Secciôn III. 2.11.8.1.
Los datos expresados son la media aritmética de cuatro de­
terminaciones .
cationes para su actividad.
La actividad propionil-CoA deshidrogenasa fue 
determinada en células crecidas en diferentes sustratos, 
utilizando tampon fosfato pH 7'5 y PMS. De los resultados 
que se muestran en la Tabla XXXI, se puede fâcilmente ob­
servar que la actividad de la enzima en células crecidas 
en propionato es ûnicamente dos veces superior a las creci 
das en otros sustratos.
Posteriormente, el aceptor de electrones, DCPIP, 
fue sustituido en la mezcla de reacciôn por el DTNB, que 
actûa reaccionando con los grupos sulfidrilo libres, para 
comprobar si el propionil-CoA fuera también sustrato de 
una hidrolasa, cuya presencia ya se ha mencionado en Mora­
xella (Hodgson y McGarry, 1968b) y en tejidos animales en 
la beta-oxidaciôn de âcidos grasos (Mahler, 1962; Beinert, 
1962; Hall y col., 1979). Este hecho podrîa ser la causa 
de la baja actividad deshidrogenâsica detectada en los ex­
tractos crudos de S. typhimurium.
Se observa en la Tabla XXXII que con propionil- 
CoA como sustrato, el valor que se obtiene con DTNB es ca- 
si la mitad del que se obtiene con acetil-CoA y con CoA, 
mientras que con el DCPIP el valor obtenido con propionil- 
CoA es superior al del resto de los sustratos de reacciôn
TABLA XXXI. Actividad propionil-CoA deshidrogenasa en
S. typhimurium LT2 crecida en diferentes sustratos
i SUSTRATO DE CRECIMIENTO
i ACTIVIDAD ESPECIFICA |
1 (jjmol propionil-CoA reducido j
- 1 - 1  -3 
min mg ) x  1 0
1 Glucosa 1 106 1
1 Succinato 1 106 1
1 Glicerol 1 118 1
1 Lactato 1 130 1
1 Acetato 1 1 0 0  1
1 Propionato 1 205 1
Los ensayos se realizaron segûn se ha descrito en la Sec­
ciôn III. 2.11.8.2.
Los resultados expresados son la media aritmética de très 
determinaciones.
TABLA XXXII. Actividades propioni1-CoA deshidrogenasa de 
S. typhimurium LT2 utilizando DTNB ô DCPIP y distintos sus 
tratos de reacciôn
















0 ' 280 0 ' 2 0 0  1
1 1 
1 CoA-SH 1 0 ' 500 0'150 1
1 1 
1 Propionato | 
1 1
O'OOO 0 ' 0 0 0  1
1 1 
1 Propionato + ATP |
1 1
O'OOO 0 ' 0 0 0  1
I 1
1 Propionato + ATP + CoA |
1 1




- 0 ' 0 2 0  1
Los ensayos se realizaron segûn se ha descrito en la Sec­
ciôn III. 2.11.8.2.
Los datos expresados se refieren a actividades especificas 
y son la media aritmética de dos determinaciones.
ensayados. De estos datos se puede deducir la presencia 
de una enzima que utilizara el propionil-CoA y el acetil- 
CoA como sustratos para originar CoA libre.
A partir de estos ensayos se tomo como criterio 
que la actividad propionil-CoA deshidrogenasa corresponde 
a la diferencia existente entre los valores de la reacciôn 
que utiliza propionil-CoA y acetil-CoA como sustratos y 
el DCPIP como reactivo.
Con objeto de conocer si la deshidrogenasa y/o 
la hidrolasa se encuentran unidas a membrana, se realiza­
ron ensayos con células sometidas a choque osmôtico (segûn 
la técnica descrita en la Secciôn III. 2.10.). En la diso- 
luciôn que contiene las enzimas periplâsmicas no se encon- 
trô actividad de ninguna de las dos enzimas.
Posteriormente, los extractos celulares de S . 
typhimurium, crecida en propionato, se sometieron a frac- 
cionamiento con sulfato amônico y cromatografîa sobre ge- 
les de filtraciôn, con objeto de separar las actividades 
propionil-CoA deshidrogenasa e hidrolasa.
En la Tabla XXXIII aparece resumido el proceso 
de fraccionamiento. Se observa que las actividades de am- 
bas enzimas, que corresponden a una precipitaciôn entre
o y 50% de saturaciôn de (NH^) 2 S0  ^, se encuentran juntas 
en las etapas II y III de dicho proceso. Posteriormente, 
las fracciones con actividad se aplicaron a una columna 
de filtraciôn en gel (Sephacryl S-200). El perfil del elui 
do correspondiente a la proteina medida espectrofotométri- 
camente a 280 nm aparece en la Figura 16. Asimismo, se pue 
de observar que las actividades de ambas enzimas permane- 
cen juntas en las mismas fracciones.
Como el tamaho molecular de ambas enzimas parece 
ser muy semejante, se intentô la separaciôn de las enzimas 
confiando que su estabilidad trente al calor y/o sus pun- 
tos isoeléctricos fueran diferentes. Para ello los extrac­
tos celulares se sometieron a tratamiento térmico y des- 
pués de centrifugar, el sobrenadante se aplicô a una colum 
na de intercambio iônico (DEAE Sephacel). En la Tabla 
XXXIV se observa que la actividad correspondiente a la hi­
drolasa se reduce en un 80% después del calentamiento de 
los extractos a 50°C 5 minutos, y en la Figura 17, corres­
pondiente al proceso de eluciôn de la columna de intercam­
bio iônico, que la actividad de la propionil-CoA deshidro­
genasa se encuentra comprendida entre los tubos 33, 34 y
35, que corresponden a una concentraciôn de NaCl 0'40 M 
-0'45 M.
Basândose en estos ùltimos ensayos enzimâticos
TABLA XXXIII. Actividad propioni1-CoA deshidrogenasa e hi­
drolasa en el proceso de f raccionamiento con sulfato amôni^ 
co




CoA 1 Acetil-CoA |










1 2  ' 0  1 O'O 1
1 (0-30%)
1 !
jlll. (NH^) 2 S 0 ^
2 0 '5
1 1 





1 O'O 1 O'O 1
1 (50-90%) 1 1
* Los datos se expresan en Unidades Internacionales tota­
les. La reacciôn se llevô a cabo utilizando como reactivo 
DCPIP.
La actividad hidrolâsica corresponde a la actividad que 
se obtiene cuando se utiliza acetil-CoA como sustrato. La 
deshidrogenâsica se toma como la diferencia entre la acti­
vidad obtenida con propionil-CoA y acetil-CoA.









































































































































TABLA XXXIV. Actividades deshidrogenâsica e hidrolâsica


























30 min 50°C 0 ' 0 2 0
1
0 * 1 0 0  1 
1
0 * 0 1 0  1
Calentados 




0 * 0 1 0  1
Calentados 




0 * 0 1 0  1
* Los datos estân expresados en U/ml.
La actividad hidrolâsica corresponde a la actividad que 
se obtiene cuando se utiliza acetil-CoA como sustrato. La 
deshidrogenâsica se toma como la diferencia entre la acti­
vidad obtenida con propionil-CoA y acetil-CoA.
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se podrîa considerar la presencia de la propioni1-CoA des­
hidrogenasa en extractos de Salmonella, crecida sobre pro 
pionato, sin embargo la existencia de la hidrolasa y el 
hecho de que esta enzima sea la primera de la ruta del 
acrilato nos llevô a intentar confirmar su actividad deter 
minando la concentraciôn del producto de la reacciôn uti­
lizando cromatografîa de HPLC. Métodos de ensayo basados 
en la detecciôn del producto de reacciôn de esta enzima 
por medio de radioactividad y cromatografîa en capa fina 
han sido descritos por Wegener, Reeves y Ajl (1967a y b) 
y Baldwyn y col. (1965) respectivamente.
La técnica descrita en la Secciôn III.2.11. 8 .4. 
fue puesta apunto utilizando diversos eluyentes hasta con- 
seguir unas condiciones y resoluciôn adecuadas, que permi- 
tieron identificar y cuantificar los acilos de CoA.
En la Figura 18 se muestra el cromatograma co­
rrespondiente a la mezcla de acrilil-CoA, propionil-CoA, 
acetil-CoA (Secciôn III.2.13.2.1.) y en las Figuras 19, 
2 0 , 2 1  y 2 2 , los correspondientes a estas mismas sustan- 
cias en células crecidas en diferentes sustratos con el 
fin de determinar la concentraciôn endôgena de estos acil- 
CoA derivados (Secciôn III.2.13.2.3.).
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FIGURA 18. Cromatograma de la mezcla patron de CoA y acilos de CoA. 
Las concentraciones y tiempos de eluciôn han sido: acrilil-CoA, 0'272
pmol, 4 y 6'5 min; CoA, 0'180 pmol, 5 ' 5 y 12 min; acetil-CoA, 0'272
ymol, 9 min y propioni1-CoA, 0*272 pmol, 20 min. El eluyente fue tampôn 
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FIGURA 19 . Cromatograma de eluciôn de propionil-CoA, acetil-CoA, 
acrilil-CoA y CoA libre endogenos en células de Salmonella typhimu­
rium, crecidas sobre glucosa. El eluyente fue tampôn fosfato 
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FIGURA 20. Cromatograma de eluciôn de propionil-CoA, acetil-CoA, 
acrilil-CoA y CoA libre endôgenos en células de Salmonella typhimu- 
rium, crecidas sobre acetato. El eluyente fue tampôn fosfato 0 ' 22 M
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FIGURA 21 . Cromatograma de eluciôn de propionil-CoA, acetil-CoA, 
acrilil-CoA y CoA libre endôgenos en células de Salmonella typhimu­
rium. crecidas sobre lactato. El eluyente fue tampôn fosfato 
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FIGURA 22 . Cromatograma de eluciôn de propionil-CoA, acetil-CoA, 
acrilil-CoA y CoA libre endôgenos en células de Salmonella typhimu- 
rium, crecidas sobre propionato. El eluyente fue tampon fosfato 
0'22 M pH 4'0, 20% de metanol y G'05% de tiodiglicol.
fil de eluciôn que corresponde a la reacciôn de la propio 
nil-CoA deshidrogenasa a 0, 10 y 30 minutes, respectivamen 
te (Secciôn III. 2.13.2.2.). Del examen de estes cromato- 
gramas se observa que, a medida que la reacciôn transcu- 
rre, la concentraciôn de propionil-CoA decrece y aumenta 
la de acrilil-CoA, apareciendo, simultâneamente, CoA li­
bre. Estes resultados confirman, en les extractos celula- 
res de S. typhimurium, crecida en propionato, la presencia 
de actividad propionil-CoA deshidrogenasa y de hidrolasa, 
la cual escinde les acil-CoA en sus componentes.
La presencia de propionil-CoA deshidrogenasa fue 
propuesta por primera vez en el anabolisme del propionato 
de Clostridium propionicum (Cardon y col., 194 7; Leaver 
y col., 1955) y de Megasphaera elsdenii (Baldwin, Wood y 
Emery, 1961 y 1965).
En 1953, Mahler y Huennekens postularon una ruta 
degradativa del propionato existante en la mitocondria de 
higado de conejo en la que estaban implicados les acides 
en vez de los acil-CoA y una transformaciôn racémica del 
L-lactato a D-lactato.
La utilizaciôn de aceptores electrônicos en reac 
clones de oxidorreducciôn fue probada por Quastel (19 57) 
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FIGURA 2 3 a . Cromatograma de eluciôn de la mezcla de la reacciôn 
propionil-CoA deshidrogenasa a tiempo 0 minutes. El ensayo se reali- 
zô preparando la muestra segun se describe en la Secciôn III. 2.13.
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FIGURA 2 3 b . Cromatograma de eluciôn de la mezcla de la reacciôn 
propioni1-CoA deshidrogenasa a tiempo 10 minutos. El ensayo se rea- 
lizô preparando la muestra segun se describe en la Secciôn III. 2.
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FIGURA 23c « Cromatograma de eluciôn de la mezcla de la reacciôn 
propionil-CoA deshidrogenasa a tiempo 30 minutos. El ensayo se reali- 
zô preparando la muestra segun se describe en la Secciôn 111. 2.13.2.
2 .  El eluyente es el descrito en anteriores cromatogramas.
el estudio de las deshidrogenasas dependientes de nucleoti 
dos de flavina. Por medio de ella, Stadtman (1956), Vage- 
los y Earl (1959) en Clostridium kluyveri, y Callely y 
Lloyd (1964) en Prototheca zopfii, detectan la presencia 
de una enzima con actividad propioni1-CoA deshidrogenasa. 
Otros autores a traves de estudios respirometricos con pro 
pionato radioactivo (Wegener, Reeves y Ajl, 1967a y b; 
Kay, 1972) en E. coli E-26 y E. coli K^^cepasK^ y ,
respectivamente, demuestran la formaciôn de prodeden
te del C del propionato e indican como evidente la activi 
dad deshidrogenasica sobre el propionil-CoA.
Por otra parte, Hodgson y McGarry (1968b) en Mo- 
raxella Iwoffi determinan la actividad en condiciones anae 
robias de una deshidrogenasa de propionil-CoA que requiere 
como cofactor NAD y detectan la presencia en extractos cru 
dos de una enzima que hidroliza los acil-CoA y los acil- 
fosfatos.
La presencia de enzimas, que catalizan la oxida- 
cion de acil-CoA tio-esteres saturados para dar productos 
2-3 insaturados, ha sido estudiada, entre otros, por Mah­
ler (1962) y Schmid y col. (1981) en higado de ternera, 
por Frerman y col. (1980) en higado de cerdo y por Beinert 
(1962) en higado de ambos organismes.
Mas recientemente, Williamson y Engel (1984) y 
Shaw y Engel (1984) demuestran que estas deshidrogenasas 
de âcidos grasos, denominadas genéricamente SCAD (Short 
Chain Acyl Dehydrogenase), son enzimas de baja especifici- 
dad que requieren flavoproteinas transferidoras de elec- 
trones (ETE) " in vivo " y que " in vitro " la proteina 
transferidora puede ser reemplazada por colorantes o sis- 
temas de colorantes aceptores de electrones , tales como 
PMS,DCPIP 6  Meldolablau.
IV. 6 .6 . Actividad acrilil-CoA hidratasa
La transformaciôn de acrilil-CoA en lactil-CoA 
se lleva a cabo a traves de la acrilil-CoA hidratasa y su 
actividad se détermina por acoplamiento con la reacciôn de 
la lactato deshidrogenasa purificada; la presencia de una 
proteina diaforasa facilita la transferencia de electrones 
al aceptor coloreado utilizado (TTZ).
La descripciôn del ensayo utilizado para la de- 
terminaciôn de la actividad de esta enzima aparece deta- 
llada en la Secciôn III.2.11.9.
En las Figuras 24 y 25 se muestran las activi- 
dades de la acrilit-Coa hidratasa en extractos celulares 
de Salmonella typhimurium LT2 crecida en propionato y en
b550nm
t(min)
F I G U R A  2 4 . Actividad acrilil-CoA hidratasa en extractos de Sal- 
monella typhimurium, crecida en propionato. El ensayo ha sido reali 
zado segun se describe en la Secciôn III. 2.11.9. En los ensayos 
reterenc'i a se- omitiô alguno de los componentes de la mezcla de ensa 
yo: NAD ( - 0 -), LDH (-#-), diaforasa ( - A - ) ,  extractos ( - □ - )  6





FIGURA 25. Actividad acrilil-CoA hidratasa en extractos de Salmone- 
11a typhimurium, crecida en diferentes sustratos. El ensayo se realize 
como se describe en la Secciôn III. 2.11.9., utilizando extractos celu 
lares do Salmonella, crecida en: propionato ( - □ - ) ,  lactato (- A -), 
acetato (-A-), glicerol ( - 0 -) 6 glucosa (-#-), y extractos celula­
res de Megasphaera elsdenii, crecida en lactato (-■-).
distintos sustratos (glucosa, glicerol,acetato 6 lactato). 
De su examen se puede facilmente observar que la reacciôn 
es claramente positiva en células crecidas en propionato, 
con una actividad aûn mayor que la que presentan las célu­
las de Megasphaera elsdenii, utilizadas como control de 
esta reacciôn, en la que se ha confirmado que esta enzima 
es clave para el métabolisme de este microorganismo cuando 
crece sobre lactato.
La acrilil-CoA hidratasa ha sido estudiada y par- 
cialmente purificada a partir de bacterias anaerôbicas 
ruminales taies como Clostridium propionicum y Megasphae­
ra elsdenii. En estos organismes se ha observado que el 
propionato es une de los productos del metabolismo de los 
nutrientes, formândose a partir de lactato el cual se 
transforma en acrilato y éste a su vez en propionato, 
estando implicados como intermediaries de la secuencia 
de reacciones descrita los acil-CoA correspondientes (Bal­
dwin, 1966). Los valores ballades para la actividad de 
esta enzima en los extractos celulares de los microorga- 
nismos anteriormente citados crecidos en lactato (Baldwin 
y col., 1961 y 1965) son semejantes a los obtenidos en 
los de Salmonella typhimurium crecida en propionato.
IV.6.7. Actividad lactato deshidrogenasa
La escisiôn del lactil-CoA por acciôn de una 
transferasa o una hidrolasa ha sido descrita en células 
de Moraxella Iwoffi (Hodgson y McGarry, 1968a y b), Esche­
richia coli cepas y (Kay, 1972), Megasphaera
elsdenii (Baldwin y col., 1965) y E. coli E-26 (Wegener, 
Reeves y Ajl, 1967a y b). Este proceso parece que es ven 
tajoso para la bacteria, al menos, en dos aspectos; prime- 
ro, porque el CoA puede ser utilizado en nuevas reacciones 
y segundo porque el lactato puede ser transformado en pi- 
ruvato aprovechando los altos niveles de LDH, que se encuen 
tra constitutivamente en las células.
Por ello se déterminé la actividad LDH en extrac 
tos de Salmonella, segun se describe en la Secciôn III.2.
11.10.
De la Tabla XXXV se desprende que, como se espe- 
raba, los valores de actividad especifica de la lactato 
deshidrogenasa son muy semejantes e independientes, no sô- 
lo en lo que respecta al nutriente utilizado como fuente 
de carbono, sino también en lo referente a la fase de cre- 
cimiento del microorganismo.
TABLA XXXV. Actividad lactato deshidrogenasa en células 
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Los ensayos se realizaron segun se describe en la Secciôn
III. 2.11.10.
Los datos expresados son la media aritmética de très deter 
minaciones.
IV. 6.8. Actividad fosfoenolpiruvato sintetasa
La formation de âcidos dicarboxilicos a par­
tir de intermediaries de la ruta de Embden-Meyerhoff de 
pende de la carboxilaciôn del fosfoenolpiruvato (Theodore 
y Engelsberg, 1964; Ashworth, Kornberg y Ward, 1965; As- 
worth y Kornberg, 1966). Como en E. coli y S. typhimurium 
la piruvato quinasa es poco significativa en el sentido
p i r u v a t o  > PEP (Krebs y Kornberg, 1957; Utter, 1963)
la sintesis de este compuesto se realiza a través de la 
transformaciôn directa a partir de piruvato. Cooper y Korn 
berg (1965, 1967, 1968) y Cooper (1969) han demostrado de 
forma prolija que la actividad PEP sintetasa es esencial 
en el crecimiento de la bacteria sobre piruvato y lactato. 
Este hecho fue confirmado con mutantes defectives en esta 
enzima que son incapaces de crecer en ambos sustratos. En 
todos los casos investigados, dichos mutantes (lact pir ) 
tampoco utilizan el propionato como fuente de carbono y 
energia, por lo que se puede deducir que la transformaciôn 
p i r u v a t o  > PEP es clave en el metabolismo de este com­
puesto y, por consiguiente, las células crecidas en propio 
nato deberian tener niveles elevados de PEP sintetasa al 
inducirse su sintesis como sucede cuando crecen en sustra­
tos gluconeogénicos.
En la Tabla XXXVI se observa que la actividad
PEP sintetasa de S. typhimurium crecida en propionato es 
semejante en todos los sustratos gluconeogénicos ensayados 
y très veces mayor que en glucosa, que es degradada gluco- 
liticamente. El hecho de que la actividad de esta enzima
cuando las células crecen en lactato + glicerol tenga un 
valor semejante a cuando crecen ùnicamente en lactato, ha 
sido aprovechado para demostrar la ausencia de actividad 
PEP sintetasa en mutantes incapaces de crecer en lactato, 
propionato ô piruvato y para conocer la naturaleza de la 
reversion de estos mutantes.
Del examen de la Tabla XXXVII se desprende que 
ùnicamente los revertientes AG 517 lact^ y 4017 lact'*’ reçu 
peran la actividad PEP sintetasa. Sin embargo, tanto estos 
revertientes como los AG 517 prp^, AA 306 prp"*" y AA 306
lact^ muestran un fenotipo idéntico al de la cepa salvaje 
(Tablas XIX, XXI y XXII). Estos très ùltimos revertientes, 
caracterizados como constitutivos en isocitrato liasa (Sec 
ciôn IV.6.4.1.), y que sorprendentemente han recuperado 
la capacidad de crecer en propionato, a pesar de carecer 
de actividad PEP sintetasa, deben implicar el ciclo del
glioxilato en el metabolismo de este compuesto. Es un he­
cho conocido (Ashworth y Kornberg, 1963) que el PEP es ade 
mas un inhibidor no competitivo muy activo de la isocitra­
to liasa, por lo que en condiciones normales la ruta del 
glioxilato no tiene operatividad en el metabolismo del pro
TABLA XXXVI. Actividad PEP sintetasa de S. typhimurium cre
cida en diferentes sustratos
1 SUSTRATO DE CRECIMIENTO
1 1 
1 ACTIVIDAD ESPECIFICA |
1 (n.mol piruvato transformado |
-1 -1 -3 
min mg proteina) x 1 0
1 Glucosa
1 1 
1 30*0 I 
1 1
1 Lactato + Glicerol
1 1 
















1 82*0 1 
1 1
Los ensayos se realizaron segun se describe en la Secciôn
III. 2.11.11.
Los datos expresados son la media aritmética de très deter 
minaciones.
TABLA XXXVII. Actividad PEP sintetasa de mutantes S. typhimurium pps
y revertientes
ORGANISMO SUSTRATO DE CRECIMIENTO
ACTIVIDAD ESPECIFICA 
(yUmol piruvato trans- 
formado/min/mg)
LT 2 ti m
Glucosa + Timina 0'022
Lactato + Glicerol + Timina 0 '094
AG 517 Lactato + Glicerol G'001
AG 517 acet^ Lactato + Glicerol O'OOO
AG 517 prp^ Lactato + Glicerol O'OOl
AC Kln 1 .
Lactato + Glicerol 0'950
AU oj. / j.acL
Glucosa O'lOO
AA 306 Lactato + Glicerol + Timina O'OOO
AA 306 prp^ Lactato + Glicerol + Timina 0'002
AA 306 lact^ Lactato + Glicerol + Timina O'OOO
LT2 leu" Lactato + Glicerol + Leucina 0'085
Lactato + Glicerol + Leucina O'OOO
4017 Lactato + Glicerol + Leucina O'OOO
Glucosa + Leucina 0'090
4U1/ lacu 1uj
Lactato + Leucina O'lOO
Lactato + Leucina 0'020
4U1/ lacL 1r r
Glucosa + Leucina 0'021
Los ensayos se realizaron segun se describe en la Secciôn III. 
2.11.11.
Los datos expresados son la media aritmética de très determinaciones. 
AG 517, AA 306, A^ y 4017 son mutantes defectives en PEP sintetasa 
procédantes de S. typhimurium LT2 tim~ y leu~. G y P corresponde al 
tamaho de las colonias (Grandes y Pequehas) con que aparecen en las 
plaças de Pétri.
pionato en S. typhimurium. Basados en la acciôn de este 
compuesto, Wegener y col. (1969) propugnan que en las pri­
meras fases del crecimiento de E. coli E-26 y K^ 2 ' la iso­
citrato liasa no es significativamente importante y cuando 
el nivel intracelular del PEP desciende, como parece suce­
de r en las fases posteriores del crecimiento, el ciclo del 
glioxilato comienza a operar de forma efectiva. Sin embar­
go, en E. coli W (Wegener y col., 1969), como parece suce­
de r en S. typhimurium en condiciones normales de creciraien 
to sobre propionato, la actividad PEP sintetasa es esen­
cial y el ciclo del glioxilato no se encuentra, en ninguna 
fase del crecimiento, implicado en el catabolisme de este 
compuesto.
IV. 6.9. Actividad PEP carboxilasa
La actividad PEP carboxilasa en la ruta del cata
bolismo del propionato via acrilato se puede deducir como
una consecuencia de la actividad PEP sintetasa. La determi
naciôn se realizô segun el método de Maeba y Sanwal descri 
to en la Secciôn III. 2.11.12.
Se puede observar que los niveles de actividad 
enzimâtica PEP carboxilasa en extractos de células creci­
das en propionato son semejantes a las crecidas en glucosa 
y muy superiores a las crecidas en succinato y acetato en
TABLA XXXVIII. Actividad PEP carboxilasa en extractos celu
lares de S. typhimurium
SUSTRATO DE CRECIMIENTO
ACTIVIDAD ESPECIFICA





Los ensayos se realizaron segun se describe en la Secciôn
III. 2.11.12.
Los datos expresados son la media aritmética de dos deter­
minaciones .
cuyo catabolismo no se encuentra esencialmente implicada 
esta enzima. (Tabla XXXVIII)
Esta enzima juntamente con la PEP sintetasa, co- 
nectadas en una secuencia anaplerotica, es esencial en el 
crecimiento de S. typhimurium sobre propionato. En E. coli 
^12 cepas y (Kay, 1972) las actividades de dichas
enzimas no parecen ser necesarias, ya que la formacion de 
intermediaries del ciclo de Krebs puede llevarse a cabo 
por medio de las rutas del o<-hidroxiglutarato y el ciclo 
del glioxilato, y aunque la ruta del acrilato sea operati- 
va en su mayor parte, segun este autor, el piruvato se 
transforma en acetil-CoA.
Esta situaciôn es semejante a la descrita para 
E. coli W, E-26 y K^^ en las primeras fases de crecimiento 
(Wegener y col., 1969).
IV. 6 .10. Conversion del propionato en piruvato
Para confirmar la transformaciôn de propionil- 
CoA en piruvato se realizô un ultimo experimento consisten 
te en la determinaciôn de la producciôn continua de ceto- 
âcidos, incubando los extractos celulares crecidos en dife 
rentes fuentes de carbono con distintas concentraciones 
de sustratos.
El procedimiento se fundamenta en que, si el pi­
ruvato es el primer ceto-âcido intermediario de la oxida-
ciôn del propionato, puede seguirse su continua producciôn 
utilizando fenilhidracina (Dixon y Kornberg, 1959; Hodgson 
y McGarry, 1968b).
En la Figura 26, en que se muestra la formaciôn
de ceto-âcido, se observa que el aumento de la absorbancia
a 324 nm es significativamente mayor cuando en la mezcla 
de reacciôn se encuentra 0'5 mM de propionil-CoA y 2 mg/ml 
de NAD. Expérimentes similares realizados por Hodgson y 
McGarry (1968b) con extractos de Moraxella Iwoffi, para 
la que se ha propuesto la ruta del acrilato, han proporcio 
nado unos datos relatives a la formaciôn de piruvato muy 
semejantes a los de S. typhimurium LT2.
Dos tipos de expérimentes basados en el anterior 
fueron realizados posteriormente; en une de elles se utili 
zaron extractos celulares de S. typhimurium crecida en glu 
cosa, glicerol, acetato, lactato ô propionato; en otro, 
se variô la concentraciôn de propionil-CoA en la mezcla 
de reacciôn. Se observa en la Figura 27 que la velocidad 
de formaciôn de fenilhidrazona aumenta ùnicamente con ex­
tractos de células crecidas en lactato 6  en propionato. 
Por otra parte, en la Figura 28 se muestra que la veloci­
dad de formaciôn es directamente proporcional a la concen-
F I G U R A  26. Formaciôn de âcidos ceto por incubaciôn de extractos 
de Salmonella typhimurium, crecida en propionato: mezcla de reac­
ciôn compléta con propionil-CoA 0 ' 5 mM (-■-), idem con propionil- 
CoA 0'05 mM (-A-) y en ausencia de algun componente de la mezcla 





F I G U R A  27 . Formaciôn de âcidos ceto por incubaciôn de extractos de 
Salmonella typhimurium. crecida en diferentes sustratos: propionato
lactato (-H-) y glicerol, glucosa 6 acetato (-o-). Los ensa­






F I G U R A  2^. Variaciôn en la l'ormaciôn de âcidos ceto por incubaciôn
de extractos de Salmonella typhimurium, crecida en propionato, en fun- 
ciôn de la concentraciôn de propioni 1-CoA : 1 mM (-A-), 0 ' 5 mM ( - ■ - ) ,  
0'25 mM (-□-), 0 ' 05 mM ( - 0 -) y O'O mM (-•-). Los ensayos se realiza­
ron segun se describe en la Secciôn III. 2.II.13.
traciôn de propionil-CoA que existe en la mezcla de reac­
ciôn y que esta velocidad alcanza su maxime valor a partir 
de 0'25 mM de propionil-CoA.
Estos experimentos confirman la transformaciôn 
continua del propionil-CoA en piruvato.
IV.7. Localizaciôn aproximada del locus correspondiente 
al fenotipo prp
Los ensayos de transferencia episomal se inicia- 
ron utilizando la técnica descrita en la Secciôn III.2.14 
y empleando un conjunto de cepas F' de Escherichia coli 
(Tabla II) que practicamente cubre todo el genoma bacte- 
riano (Low y Falkinham, 1972). Las cepas ensayadas fueron 
Salmonella typhimurium AA 303, AA 304, AA 305 y AA 310, 
las cuales presentan fenotipo prp (Tablas XIV y XV).
Como control de la transferencia episomal fue 
utilizado un mutante de Escherichia coli K cepa ^289 
(AA 101) defective en el catabolismo del propionato, obte- 
nido por el mismo procedimiento con que se obtuvieron los 
mutantes de S. typhimurium. El AA 301 muestra, cuando se 
ensaya su crecimiento en diferentes sustratos, un fenotipo 
idéntico al de Escherichia coli LS5221 cuyo locus genéti- 
co, correspondiente al propionato, ha sido localizado en
el mapa genomico de forma aproximada (Spratt y col.,1981).
Del examen de la Tabla XXXIX se desprende que 
el mayor crecimiento se obtiene del proceso de transferen- 
cia de las cepas F 104, F 112 y F 117 con los mutantes 
prp de S. typhimurium y E. coli. En conjunto las très ce­
pas F ' comprenden desde el minute 8 8  al 8  del mapa gené- 
tico (Figura 29).
Posteriormente se realizaron experimentos de 
transferencia episomal, segun se ha descrito en Material 
y Métodos, concretados a las cepas F 104,F 112 y F 117 y 
a los mutantes AA 310 y AA 101, por haberse obtenido de 
los cruzamientos entre ellos los resultados mas positives. 
Después de incubar durante 48 horas las plaças que con- 
tienen los posibles recombinantes se observé que el numéro 
de estes en las combinaciones F 104 x AA 310 y F 104 x 
AA 101 era entre 350 y 400 por plaça, mientras que en el 
reste de los cruzamientos este numéro era notablemente 
inferior.
Como los marcadores cromosômicos comunes a las 
cepas F 104, F 112 y F 117 son leu B 6 , lac Yl, xyl-7, 
sup E44, es lôgico pensar que el gen para el propionato 
se encuentre entre los minutos 97-99 (Bachmann y Low,1980; 
Sanderson y Hartman, 1978), tanto del genoma de E. coli 
como del de S. typhimurium (Figuras 29 y 30). Estos resul-
TABLA XXXIX. Crecimiento de recombinantes procedentes del ensayo pre- 
vio de transferencia episomal
F' MUTANTES
AA 303 AA 304 AA 305 AA 310 AA 101
F 506 - - - - -
F 500 - - - - -
F 254 - - - - -
F 152 - - - - -
F 150 - - - - -
F 143 - - - - -
F 142 - - - - -
F 141 - - - - -
F 140 - - - - -
F 129 - - - - -
F 128 - - - - -
F 104 + + + + + + + + + + + +
F 111 - - - - -
F 112 + + + + + + 4-4-
F 116 - - - - -
F 117 + + + + + 4-4-
F 123 - - - - -
F 126 - - - - -
F 133 - - - - -
Los signos corresponden: los positivos, crecimiento abundante (+++), 
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FIGURA 29. Mapa genético de Escherichia coli. mostrando los segmen­
tes genomicos que comprenden las cepas F ' utilizadas (Bachman y Low 
1980).
upur B
FIGURA 30. Mapa genético de Salmonella typhimurium LT2 (Sanderson
y Hartman, 1978).
tados estân de acuerdo con los obtenidos por Spratt y col. 
(1981), que determinan que el locus genético correspon- 
diente al fenotipo prp se localiza, aproximadamente en 
el rainuto 98 del cromosoma de Escherichia coli.
La escasa presencia de marcadores geneticos, con 
fenotipo facilmente seleccionable, en la region 97-99 mi- 
nutos del cromosoma dificulta un mapeo preciso, con proce- 
dimientos mas finos de recombinacion genetica, del gen 
p r p .
Este gen p r p , dado el fenotipo del mutante, debe 
corresponder a alguna de las enzimas diferenciales del me- 
tabolismo del propionato con el resto de intermediaries 
que pueden procéder del catabolismo de otros sustratos, 
es decir la propionil-CoA sintetasa, propionil-CoA deshi- 
drogenasa 6  acrilil-CoA hidratasa.
La exacta identificacion de la enzima defectiva 
prp no ha podido llevarse a cabo, ya que cuando se ha 
utilizado como sustrato de crecimiento propionato junto 
con otro compuesto, en Salmonella typhimurium LT2, las en­
zimas diferenciales de la ruta catabolica del propionato 




Se ha realizado un trabajo para conocer la ruta 
degradativa del propionato en Salmonella typhimurium LT2, 
llegandose a las siguientes conclusiones:
1.- Los ensayos respirometricos realizados con celulas en­
teras y permeabilizadas de Salmonella typhimurium sugie- 
ren que el sistema de transporte para el propionato es 
el mismo que el del acetato.
2.- Se ha encontrado un sistema de activacion del propiona 
to endogeno dependiente de ATP, en el que estân implica- 
das dos reacciones sucesivas.
3.- La determinacion de velocidades de crecimiento celular 
en presencia de propionato, propionato + vitamina 6 ^ 2  
y/o bicarbonato sodico indican que la ruta de carboxi- 
lacion a succinato no es operativa en el catabolismo 
del propionato en ninguna de las fases de crecimiento.
4.- Los estudios sobre mutantes aislados utilizando propio 
nato como medio selectivo, sugieren que las rutas degra- 
dativas de propionato, acetato, lactato y piruvato se 
encuentran relacionados entre si; el anâlisis de rever- 
tientes conduce a la misma conclusion. Los mutantes de­
fectives en fosfoenolpiruvato sintetasa son incapaces 
de crecer sobre propionato.
5.- Los bajos niveles de actividad encontrados, en los ex- 
tractos de células de Salmonella typhimurium LT2 crecida 
en propionato, correspondientes a a-hidroxiglutarato sin 
tasa, o<-hidroxiglutarato descarboxilasa, semialdehido 
succînico deshidrogenasa y o(-hidroxiglutarato liasa indi^ 
can que ninguna enzima de las rutas del ot-hidroxiglutara 
to se encuentra implicada en el catabolismo del propio­
nato de esta bacteria.
6 .- Cuando Salmonella typhimurium LT2 utiliza propionato, 
como fuente de carbono y energia, el ciclo del glioxila- 
to no es operative en ninguna de las fases de crecimien­
to. Sin embargo, en aquellas condiciones en que la isoci 
trato liasa es constitutive, el catabolismo del propio­
nato parece implicar este ciclo.
7.- La transformaciôn propionil-CoA ------ > acrilil-CoA
es catalizada por una deshidrogenasa, dependiente de nu- 
cleôtidos de flavina, cuya detecciôn résulté particular- 
raente dificil debido a la falta de un método de anâlisis 
adecuado. El acrilil-CoA, como producto de la reacciôn, 
se déterminé por cromatografia lîquido-lîquido. Se ha 
observado la presencia de una hidrolasa de acilos de CoA 
que enmascara la accién de la deshidrogenasa "in vitro".
8 .- Se ha encontrado alta actividad enzimâtica, en los ex- 
tractos de células de Salmonella typhimurium LT2 crecida 
en propionato, de acrilil-CoA hidratasa, lactato deshi­
drogenasa, fosfoenolpiruvato sintetasa y fosfoenolpiru- 
vato carboxilasa.
9.- Las investigaciones realizadas permiten proponer que 
la ruta degradativa del propionato en esta especie bacte 
riana transcurre segûn el esquema de la Figura 31, donde 
el propionil-CoA se transforma en piruvato via acrilil- 
CoA. El piruvato se puede transformer en acetil-CoA e 
incorporarse al ciclo de Krebs o convertirse en PEP con 
fines anapleréticos.
10.- A través de ensayos de transferencia episomal se de- 
mostrô que el locus genético correspondiente al fenotipo 
prp se localiza, aproximadamente, entre los minutos 
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FIGURA 31. Ruta propuesta para la degradaciôn del propionato 
en Salmonella typhimurium LT2.
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